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1 Einleitung 
1.1 Rheumatoide Arthritis 
1.1.1 Definition 
Millionen Menschen in Deutschland leiden an rheumatischen Erkrankungen, im 
Volksmund kurz als "Rheuma" bezeichnet. Unter dem Begriff Rheuma verbirgt sich 
jedoch ein breites Spektrum von etwa 400 versch. Erkrankungen, die oft ganz 
unterschiedlicher Natur sind. So unterscheidet man zwischen entzündlich-
rheumatischen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, den 
degenerativbedingten, verschleißbedingten rheumatischen Erkrankungen wie der 
Arthrose und den weichteilrheumatischen Erkrankungen. Außerdem gibt es noch die 
Gruppe der stoffwechselbedingten Erkrankungen und weitere seltenere 
rheumatische Erkrankungen. Aus diesem Grund sprechen Mediziner auch vom 
rheumatischen Formenkreis. Die Unterscheidung in entzündliches und degeneratives 
Rheuma ist allerdings nicht ganz unproblematisch, da auch bei entzündlichen 
Arthritiden degenerative Vorgänge und umgekehrt bei der Arthrose auch 
Entzündungsprozesse auftreten [1]. Die rheumatoide Arthritis, auch chronische 
Polyarthritis oder kurz RA genannt, ist die häufigste entzündliche Gelenkerkrankung 
[2]. Meist ist, wenn allgemein von Rheuma die Rede ist, die rheumatoide Arthritis 
gemeint.  
Untersuchungen zur Häufigkeit der RA ergaben, dass weltweit ca. 0,5 bis 1% der 
Bevölkerung an dieser Krankheit leiden [3]. Zugleich gilt sie als die schmerzhafteste 
und unberechenbarste unter den entzündlichen Gelenkerkrankungen. An einer RA 
können Männer wie Frauen erkranken, allerdings sind zwei- dreimal mehr Frauen als 
Männer betroffen. Die Krankheit tritt in praktisch jedem Alter auf, am häufigsten 
entwickeln sich die Beschwerden jedoch zwischen dem dritten und dem fünften 
Lebensjahrzehnt [4; 5]. 
Die RA ist eine systemische Autoimmunerkrankung mit immungenetischer 
Disposition. Bevorzugt werden die synovialen Strukturen der körperfernen Grund- 
und Mittelgelenke der Finger und Hände befallen. Manchmal treten die Beschwerden 
aber auch zuerst an der Hüfte, am Knie oder den Zehen auf. 
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Abb. 1.1: Klinische Manifestationen der rheumatoiden Arthritis im Endstadium 
Im Frühstadium der Erkrankung sind nur wenige Gelenke betroffen. Häufig sind die Hand- und 
Fingergelenke betroffen. Im Endstadium sind viele große und kleine Gelenke des Körpers betroffen 
(Polyarthritis). In diesem späten Stadium sind die Funktionen der Gelenke durch Subluxationen und 
Fehlstellungen sehr stark eingeschränkt. Quelle: http://www.markusflueck.ch/images/ 
medicaleducationan17.jpg 
Die RA ist aber keine reine Gelenkerkrankung. Sie ist eine Allgemeinerkrankung mit 
mehr oder weniger stark ausgeprägten Allgemeinsymptomen. Neben den Gelenken 
sind oft auch das gelenknahe Gewebe, wie Bindegewebe, Sehnen und Muskeln, und 
manchmal sogar die Nerven betroffen. Da die Entzündungen auch die inneren 
Organe, wie Herz, Blutgefäße, Lungen, Lymphknoten und Augen betreffen können, 
wird die RA als systemische Erkrankung bezeichnet. Dies hängt damit zusammen, 
dass die zugrunde liegende Störung im Immunsystem liegt und das Immunsystem in 
alle Bereiche des Körpers hineinwirken kann. In ihrem Verlauf führt sie zu 
fortschreitender Gelenkzerstörung, zum Befall weiterer Gelenke, zu 
Gelenksverformungen  und dadurch zu zunehmenden Bewegungseinschränkungen 
und Verlust der Gelenkfunktion, seltener auch zu Organbeteiligungen (Augen, 
Speichel- und Tränendrüsen, Haut, Herz, Lunge). Dabei sind typischerweise die 
Gelenke beider Körperhälften betroffen; Mediziner sprechen von einem 
symmetrischen Auftreten [1]. 
Rheumatische Erkrankungen wie die RA führen nur selten zum Tod (können aber 
auch die Lebenserwartung um 3 bis 18 Jahre verkürzen [6]), sie sind jedoch meist 
sehr schmerzhaft, entwickeln sich häufig chronisch und schränken die Lebensqualität 
vieler Menschen stark ein. Die RA ist in der westlichen Welt die häufigste Ursache für 
eine krankheitsbedingte Behinderung und hat Auswirkungen auf das soziale oder 
berufliche Leben. Nach 2 Jahren sind fast 40% der RA-Patienten krankheitsbedingt 
berentet, nach 5 Jahren mehr als 60%. Nach 10 Jahren sind 17% der Patienten an 
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großen Gelenken operiert (künstliche Hüft- oder Kniegelenke), 10% sind 
schwerstbehindert [7]. So bringt die Erkrankung auch enorme sozioökonomischen 
Kosten mit sich. Eine französische Studie zeigte, dass sich die Kosten pro Jahr und 
Patient auf ca. 9400 € bei leichten Formen und auf ca. 40700 € bei schweren 
Formen belaufen [8]. 
1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 
Zuallererst muss man sagen, dass die genaue Ursache der RA bis heute noch nicht 
bekannt ist. Man geht heute davon aus, dass die RA ein multifaktorieller Prozess ist, 
bei dem ein Trigger aus der Umwelt (z.B. Rauchen und Infektionserreger) spezifische 
posttranslationale Modifikationen (z.B. Citrullinierung von Proteinen) hervorruft, 
welche daraufhin Immunantworten (z.B. Antikörper gegen citrullinierte Proteine) in 
genetisch empfänglichen Individuen (z.B. shared Epitop) auslösen [9; 10]. Das 
eigene Immunsystem sorgt also dafür, dass sich dessen Zellen und Abwehrstoffe 
gegen körpereigene Gelenkstrukturen richten und diese zerstören. Dieses 
Phänomen bezeichnet man als Autoimmunität oder Autoaggressivität. Es wird 
vermutet, dass in einem ersten Schritt Fremd- oder Autoantigene durch aktivierte 
Makrophagen prozessiert und auf MHC-Klasse II-Moleküle des Typs HLA-DR4 an 
CD4+-T-(Helfer)-Lymphozyten präsentiert werden. Zelluläre und humorale 
Immunreaktionen gegen verschiedene Autoantigene werden im Krankheitsverlauf 
häufig beobachtet. Solche krankheitsassoziierten Autoantigene können z.B. auch 
Knorpel-Proteoglykane, Kollagen Typ II, Glucose-6-Phosphat Isomerase und 
Hitzeschock-Proteine sein [11; 13]. 
Die Entzündung eines Gelenks (Arthritis) geht von der Gelenkinnenhaut 
(Synovialmembran) aus. Sie kleidet innen die Gelenkkapsel aus und bildet die 
Gelenkflüssigkeit oder auch Gelenkschmiere (Synovia). Die Gelenkkapsel ist eine 
bindegewebige Kapsel um das Gelenk, die das Gelenk umschließt und es gegenüber 
den umliegenden Strukturen quasi "abdichtet". Die Synovialmembran setzt an der 
Grenze zwischen Knochen und Knorpel an und umschließt die Gelenkhöhle. Sie 
besteht in gesunden Gelenken aus nur wenigen Zelllagen; ihre Oberfläche ist durch 
Ausstülpungen stark vergrößert. Entzündet sich aber die Gelenkinnenhaut, bildet sie 
daraufhin verstärkt Gelenkflüssigkeit. Durch die verstärkte Bildung von 
Gelenkflüssigkeit gerät die Gelenkkapsel unter erhöhte Spannung, sie wird gedehnt, 
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wodurch der Schmerz erzeugt wird. Zudem kommt hinzu, dass sich durch die 
Entzündung die Synovialmembran verdickt und sich fingerförmig in den Gelenkspalt 
vorstülpt und die Knorpeloberfläche überzieht. Durch das aktivierte Gefäßendothel 
können Entzündungszellen in das synoviale Gewebe migrieren. Die 
Synovialmembran kann sich im kranken Gelenk auf bis zu 10 Zelllagen und mehr 
verdicken [14]. Schließlich dringt sie als so genannter Pannus in den Knorpel ein und 
zerstört ihn dabei. Die Gelenkzerstörung resultiert also aus der Invasion der 
entzündeten Gelenkinnenhaut in den artikulären Knorpel bzw. Knochen und ist das 
Resultat der in enger Wechselwirkung stehenden pathogenetischen 
Grundphänomene wie synoviale Hyperplasie, chronische Entzündung und 
pathologische Immunantwort.  
 
 
Abb. 1.2: Graphische Darstellung eines gesunden (lins von der gestrichelten Linie) und eines 
arthritischen (rechts von der gestrichelten Linie) Gelenkes 
Bei der rheumatoiden Arthritis kommt es in den betroffenen Gelenken zu Beginn der Erkrankung zu 
einer Verdickung und Wucherung der Synovialmembran. Die eingewanderten Entzündungs- und 
Abwehrzellen führen durch Reizung der Synovialmembran zu einer vermehrten Produktion von 
Gelenkflüssigkeit mit Ausbildung eines Ergusses. Später bildet sich, von der Synovialmembran 
ausgehend, neues aggressives Gewebe (Pannus), das den Knorpel überdeckt, in den Knochen 
einwächst und schließlich Knorpel und Knochen zerstört. Modifiziert nach 
http://www.krischenowski.de/rheumatoide-arthritis/images/rheumatoide-arthritis-1.bmp 
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In einem gesunden Gelenk wiegt die Gelenkinnenhaut etwa fünf Gramm, zum 
Pannusgewebe ausgewachsen kann sich ihr Gewicht auf bis zu 100 Gramm 
verzwanzigfachen. Der Pannus füllt im Extremfall den Gelenkspalt vollständig aus, 
sodass es dem Betroffenen nicht mehr möglich ist, das Gelenk zu bewegen. Die 
gesunde Gelenkinnenhaut besteht vor allem aus Fibroblasten und wenigen 
Makrophagen. Im entzündeten Zustand jedoch wandern aus den Blutgefäßen massiv 
Entzündungszellen ein, vor allem verschiedene Abwehrzellen des Immunsystems, 
etwa B- und T-Lymphozyten sowie die Monozyten und neutrophile Granulozyten. 
Ihre Aufgabe ist es, die als körperfremd erkannten Substanzen und 
Krankheitserreger zu vernichten. Die von den aktivierten Monozyten/Makrophagen 
und Synoviozyten freigesetzten Zytokine stellen zentrale Vermittler der Entzündung, 
der Freisetzung von Prostaglandinen und Proteasen, der Synovialisproliferation, der 
Knorpel- und Knochenarrosion dar. Die Knorpel- und Knochenzerstörung bei RA wird 
zum einen durch ein Zytokin-Ungleichgewicht im entzündeten Synovium bestimmt. 
Im entzündeten RA-Gelenk besteht ein Zytokin-Ungleichgewicht mit einem 
Überangebot an so genannten pro-inflammatorischen Zytokinen (TNF, IL-1, IL-6 und 
IL-8, GM-CSF) und einem relativen Mangel an inhibitorischen Zytokinen (IL-4, IL-10). 
Die pro-inflammatorischen Zytokine stimulieren die Chondrozyten zu einer 
vermehrten Produktion von Matrixmetalloproteinasen und anderer degradierender 
Produkte wie NO [15]. Durch den Einfluss der pro-inflammatorischen Zytokine wird 
von Osteoblasten (knochaufbauende Zellen) vermehrt RANKL sezerniert. RANKL 
bindet an seinen Rezeptor auf Makrophagen, wodurch eine Differenzierung zu 
Osteoklasten (knochenabbauende Zellen) veranlasst wird. Diese Osteoklasten sind 
neben Pannus, synovialen Fibroblasten und Makrophagen in den Verlust an 
Knochensubstanz involviert [16]. Zum anderen wurde gezeigt, dass die 
Gelenkzerstörung auch dann voranschreiten kann, wenn die Entzündung gut 
kontrolliert ist [17] und dass entscheidende Schritte der Gelenkzerstörung bereits in 
sehr frühen Stadien der Erkrankung auftreten [18]. Fibroblasten sind als wichtigste 
ortsständige Zellen der Gelenkinnenhaut entscheidend an der Homöostase ihrer 
Struktur beteiligt. Untersuchungen der vergangenen zwei Jahrzehnte haben 
wesentlich zu der Erkenntnis beigetragen, dass Fibroblasten in der Pathogenese der 
RA eine zentrale Rolle spielen, indem sie zu einer Schaltzentrale der synovialen 
Gewebereaktion werden [19]. Gleichzeitig unterliegen sie spezifischen 
Aktivierungsprozessen, die zu einem aggressiv- invasiven Verhalten führen [16].  
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Abb. 1.3: Die Inflammation bei der rheumatoiden Arthritis 
Nach Aktivierung der postkapillaren Endothelzellen exprimieren diese kostimulatorische 
Adhäsionmoleküle, so dass T- und B-Zellen in Richtung des inflammatorischen Reizes wandern. Die 
B-Zellen synthetisieren Rheumafaktoren und Kollagen-Autoantikörper, wodurch Komplement aktiviert 
wird. Gewebestämmige Zellen wie polymorphonukleäre Zellen, Mastzellen, Synoviozyten, 
dendritische Zellen und Makrophagen interagieren untereinander und mit den T-, sowie den B-Zellen 
mit Hilfe von Zytokinen, Peptid- und Lipidmediatoren. Diese Signalmoleküle nehmen wiederum 
Einfluss auf die Sekretion inflammatorischer Neuropeptide sowie Antikörper. Zuletzt steht die 
pathologische Proliferation der Synovia mit Knorpel- und Knochendestruktion und systemischen 
Manifestationen. A), B), C) = Angriffspunkte der Biologika in der chronischen Entzündung. 
Modifiziert nach [20] 
Allerdings sind die Faktoren, die diesen autoimmunen, also selbstzerstörerischen 
Prozess in Gang setzen, bisher noch nicht geklärt. Die RA betrifft auch je nach Typ 
verschiedene Gelenkstrukturen, hat unterschiedliche Ursachen, verläuft jeweils 
anders und fällt unterschiedlich schwer aus. 
1.1.3 Genetik 
Wie im Kapitel 1.1.2 bereits dargestellt wurde, ist die RA eine multifaktorielle 
Krankheit mit immungenetischer Disposition. Die genaue Ätiologie der RA ist noch 
nicht bekannt, genetische Daten zeigen aber, dass eine genetische Disposition 
neben den Einflüssen versch. Umweltfaktoren besteht [21; 22]. Der Major 
Histocompatibility Complex (MHC) der Klasse II ist wesentlich an der Pathogenese 
der RA beteiligt und stellt den größten genetischen Risikofaktor dar [9]. Die MHC-
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Moleküle des Menschen werden als Hauptleukozytenantigene (HLA) bezeichnet. 
Dabei handelt es sich um Zelloberflächenmoleküle, die eine essentielle Funktion bei 
der immunologischen Erkennung durch T-Helferzellen wahrnehmen. Kodiert werden 
MHC-Klasse II-Moleküle durch die drei Gene HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP. Jedes 
MHC-Molekül besteht aus einer A- und einer B-Kette. Im Falle des DR-Moleküls 
werden die beiden Ketten von den Genen HLA-DRA und HLA-DRB1 kodiert, von 
denen nur DRB1 polymorph ist. Darüber hinaus besitzt jedes Individuum zwei DRB1-
Allele, von jedem Elternteil eines. Die serologische Typisierung der DR-Allele führte 
zu Unterscheidung von 10 verschiedenen Klassen, HLA-DR1 bis HLA-DR10. 
Innerhalb dieser Klassen lassen sich eine Vielzahl von Subtypen unterscheiden. So 
sind von DR4 bisher 50 Subtypen beschrieben, welche als HLA-DRB1*0401 bis 
*0450 bezeichnet werden. Seit längerem ist durch eine Vielzahl von Studien belegt, 
dass eine genetische Disposition für die RA durch einige Allele der HLA-DR-Region 
besteht. So ist die RA in nahezu allen Bevölkerungsgruppen mit den HLA-DR4 
Subtypen DRB1*0401, *0404, *0405 und *0408 assoziiert (serologische 
Bezeichnung: DR4). Bereits 1976 brachte Stastny et al. den HLA-DR4-Locus mit der 
RA in Verbindung [23]. In einigen Bevölkerungsgruppen ist die Assoziation auch zu 
HLA-DR1 gezeigt worden. Eine Erklärung dafür lieferte 1987 Gregersen et al. mit der 
sogenannten „shared epitope“ Hypothese [24]. Sämtliche dieser RA-assoziierten 
HLA-DRB1-Allele kodieren in ihrer dritten hypervariablen Region an der Position 70-
74 für ein Aminosäuremotiv bestehend aus fünf Aminosäuren (QKRAA, QRRAA oder 
RRRAA), das als „shared epitope“ oder „rheumatoides Epitop“ bezeichnet wird.  
Der Nachweis von „shared epitopen“ ist mit einem erhöhten Risiko für die RA 
assoziiert und kann in der Frühphase die Diagnose der RA erleichtern. Allerdings 
stellt er nur einen Risikofaktor für anticitrullin-positive RA-Patienten dar [9]. Bei 
Vorhandensein des „shared epitope“ ist das Risiko, an RA zu erkranken, bei Trägern 
einer Kopie 5-10-fach und bei Trägern von zwei Kopien bis zu 30-fach erhöht. 
RA-Patienten ohne das „shared epitope“ zeigen eine mildere Krankheitsausprägung 
als Patienten mit „shared epitope“. Der genetische Beitrag des HLA-DRB1-Merkmals 
wird auf ca. 30% geschätzt [25; 26]. Der Mechanismus, mit dem es die Suszeptibilität 
für die RA erhöht, ist jedoch bisher nicht bekannt [27]. Weitere Untersuchungen 
zeigen zudem, dass die Ätiologie der RA nicht so einfach zu erklären ist, da man bei 
5-10% aller RA-Patienten, besonders unter den  Afro-Amerikanern kein für das 
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„rheumatoide Epitop“ kodierendes Allel gefunden hat [28; 29]. Somit liegt der Schluss 
nahe, dass die RA einer polygenen Beeinflussung unterliegt. 
Analysen von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP-Analysen) haben außerdem 
gezeigt, dass nicht nur das Gen für MHC eine Rolle bei der RA spielt, sondern auch 
zahlreiche andere Gene außerhalb des MHC-Lokus. 
Der größte Fortschritt in den letzten Jahren war die Entdeckung von Risiko-Allelen 
für die RA, die außerhalb des MHC-Lokus liegen. Man schätzt, dass die bekannten 
Risiko-Allele außerhalb des MHC-Lokus ungefähr 3-5% der genetischen Last 
erklären [30]. Unter diesen scheint der PTPN22 Lokus derjenige mit dem stärksten 
Effekt zu sein [31]. 
 
 
Abb. 1.4: Risiko-Allele für die RA und ihr Entdeckungsjahr 
Die Allele, die mindestens mit einer anderen zusätzlichen Autoimmunkrankheit assoziiert sind, sind 
gelb hinterlegt. Modifiziert nach [32] 
Neuerdings wird auch immer klarer, dass der Einfluss von epigenetischen Prozessen 
wahrscheinlich eine genauso wichtige Rolle spielt wie der genetische Hintergrund 
eines Patienten. Der Begriff Epigenetik wurde von Conrad Waddington 1942 zum 
ersten Mal erwähnt. Unter epigenetischen Prozessen versteht man erbliche 
Veränderungen in der Genexpression ohne eine Veränderung der Nucleotidsequenz 
des Gens an sich. Das beinhaltet z.B. die Methylierung von DNA und eine post-
translationale Veränderung von Histonen oder anderen Chromatin-assoziierten 
Proteinen [33; 34].  
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Zudem hat man eine Gruppe von endogenen, kleinen, nicht kodierenden RNAs, 
welche als microRNAs bezeichnet werden, entdeckt. Schätzungen zufolge regulieren 
sie ungefähr 30% der menschlichen Gene [35; 37]. Es gibt immer mehr Daten, die 
auf eine wichtige Rolle der microRNAs in der Regulation von Immunantworten und 
der Entwicklung von Autoimmunität hindeuten [38; 40]. Die epigenetische Ver-
änderung der DNA könnte also einen Schlüsselfaktor für die Pathogenese der RA 
darstellen.  
Man muss allerdings im Auge behalten, dass neben den genetischen Faktoren auch 
Umweltfaktoren (Alter, Infektionen, Ernährung, Rauchen und Umweltverschmutzung) 
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der RA spielen. Die Konkordanzrate für 
monozygote Zwillinge beträgt etwa 10-30% [41]. Diese Umweltfaktoren können 
ebenfalls auf den epigenetischen Hintergrund einwirken [42]. Rauchen stellt den 
größten bekannten Umweltrisikofaktor dar. Die schwedische Gruppe um Prof. Lars 
Klareskog hat nachgewiesen, dass Raucher mit „shared epitope“-Genen ein 
wesentlich höheres Risiko tragen, an RA zu erkranken als Nicht-Raucher mit 
derselben genetischen Veranlagung. So haben „shared epitope“-positive Raucher 
ein 7,5-fach erhöhtes Risiko an einer RA zu erkranken. Bei betroffenen Rauchern, 
die 2 Kopien des „shared epitope“-Allels trugen, erhöhte sich das Risiko sogar um 
den Faktor 15,7 [43].   
Bei dem Vergleich von monozygoten Zwillingen konnte gezeigt werden, dass sehr 
ähnliche epigenetische Muster über die Jahre auseinanderdriften, was vermutlich 
durch versch. Lebensstile bewirkt wurde [44]. Allerdings ist trotz der sich häufenden 
experimentellen Daten die biologische Funktion der meisten microRNAs bislang nicht 
bekannt. 
1.1.4 Diagnose 
Anhand einer Blutprobe lassen sich Entzündungen im Körper nachweisen. Neben 
den unspezifischen Werten - erhöhtes C-reaktives Protein (CRP), stark erhöhte 
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), Abfall des roten Blutfarbstoffs (Hämoglobin) - 
gehört der Nachweis des Rheumafaktors zum Standard. Unter Rheumafaktoren 
versteht man Autoantikörper, die gegen Epitope auf autologen IgG (Fc-Region) 
gerichtet sind. IgG-Rheumafaktor-Immunkomplexe können ihrerseits Immunkomplex- 
und Komplement-vermittelte Immunreaktionen auslösen und den Krankheitsprozess 
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unterhalten. Die Rheumafaktoren kommen bei ca. 80 % der Patienten vor 
(seropositive RA), ca. 20 % der Fälle bleiben Rheumafaktor-negativ (seronegativ). Er 
kann jedoch auch bei einigen anderen Krankheiten (z.B. Tuberkulose, Endokarditis 
lenta, chronische Virus-Hepatitis) und sogar bei Gesunden vorliegen [45]. Er ist 
daher nicht allzu spezifisch und für die Diagnosestellung weniger geeignet. Mehr 
Sicherheit in der Diagnostik bringt die Bestimmung von anderen Autoantikörpern und 
genetischen Markern. Dazu zählen Antikörper gegen „Zyklische citrullinierte Peptide“ 
(ACCP) und der Nachweis des sogenannten „shared epitope“ (Kapitel 1.1.3). Die 
CCP-Antikörper sind schon sehr früh im Krankheitsverlauf nachweisbar. Damit lässt 
sich die Diagnose rechtzeitig absichern und frühzeitig eine Therapie starten. Im 
Vergleich zu Rheumafaktoren besitzen Antikörper gegen CCP bei gleicher 
Sensitivität eine deutlich höhere Spezifität. Sie kommen bei ungefähr 2/3 aller RA-
Patienten vor, ganz selten (< 2%) jedoch auch bei Gesunden oder anderen 
entzündlichen Erkrankungen [46]. Untersuchungen haben ergeben, dass bei der 
Kombination von ACCP und dem „shared epitop“ eine Spezifität von 99% [47] und 
bei der Kombination von ACCP und PTPN22 (Kapitel 1.1.3) eine Spezifität von 100% 
vorliegt, um die RA zu diagnostizieren [48].  
1.1.5 Therapie 
Ziel der antirheumatischen Therapien sind Schmerzlinderung, 
Entzündungshemmung und Verhinderung von Funktionsverlust und 
Gelenkdestruktion. Bislang ist es allerdings nicht möglich, die RA ursächlich zu 
therapieren und damit zu heilen, da nicht genau bekannt ist, wodurch die Erkrankung 
ausgelöst wird. Mit den derzeit zur Verfügung stehenden therapeutischen Verfahren 
ist es jedoch im Unterschied zur Situation vor 25 Jahren sehr gut möglich, das 
Fortschreiten der RA zu verlangsamen und die Symptome zu lindern. Allerdings ist 
eine komplette Remission aller Symptome nur selten erreichbar. Die medikamentöse 
Therapie der RA stützt sich im Wesentlichen auf symptomatische, rasch wirksame 
antiphlogistisch-analgetische Pharmaka und auf langsam wirkende, 
krankheitsmodulierende Basistherapeutika und Immunsuppressiva [49]. 
Bei den schmerz- und entzündungshemmenden Medikamenten, die bei der RA 
angewandt werden, lassen sich chemisch zwei Gruppen unterscheiden. Zu der einen 
Gruppe zählen unter anderem Acetylsalicylsäure, Diclofenac, Paracetamol und 
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Ibuprofen. Da sie kein Kortisonpräparat (Steroid) enthalten, nennt man sie auch 
nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR). NSAR sind schwach lipophile Säuren mit 
einer oder mehreren aromatischen/heteroaromatischen Ringsystemen [50].  
Analgetika bzw. NSAR stellen die Erstmedikation dar und dienen in der 
Rheumatherapie in der Regel als Zusatzpräparate, die mit anderen Medikamenten 
kombiniert angewandt werden. Sie üben ihre antiphlogistische und analgetische 
Wirkung im Wesentlichen über eine Hemmung der Prostaglandinsynthese durch eine 
Blockierung des Enzyms Cyclooxygenase aus [49]. Die Cyclooxygenasen sind für 
die Synthese von Prostaglandinen aus Arachidonsäuren verantwortlich. Die NSAR 
beeinflussen nicht die Ursache des Schmerzes und beeinflussen auch nicht die 
Entzündung. Sie haben nur die Beseitigung des Phantomschmerzes zum Ziel. 
Bei nicht ausreichender Wirkung können die NSAR durch Glukokortikoide (chemisch 
synthetisierte Substanzen, die sich vom körpereigenen Steroidhormon Kortisol 
ableiten lassen) ergänzt bzw. ersetzt werden. Sie bilden die chemisch andere 
Gruppe der schmerz- und entzündungshemmenden Medikamente. Glukokortikoide 
wurden erstmals 1948 zur Behandlung der RA eingesetzt [51]. Trotz ihrer 
Nebenwirkungen stellen sie nach wie vor einen unverzichtbaren Bestandteil des 
medikamentösen Behandlungsplans der RA dar. Glukokortikoide wirken stark 
entzündungshemmend, indem sie entzündungsfördernde Leukozyten und 
Makrophagen hemmen. Sie werden in akuten Krankheitsphasen gegeben, wenn 
glukokortikoidfreie Entzündungshemmer nicht ausreichend wirksam sind. Auf den 
Verlauf der Erkrankung haben NSAR und Glukokortikoide jedoch meist keinen 
Einfluss [52].  
Die wichtigste Bedeutung für die medikamentöse Therapie der RA aber haben die 
sog. Basistherapeutika, im Englischen auch als disease modifying antirheumatic 
drugs (DMARDs) bezeichnet. Sie haben keine primär schmerzlindernde Wirkung, 
sondern beeinflussen das Fortschreiten der Erkrankung, insbesondere sollen sie die 
Zerstörung von Knorpel und Knochen verhindern. Der Wirkungsmechanismus der 
meisten Basistherapeutika ist nach wie vor nicht gänzlich geklärt. Sie greifen bei 
entzündlich rheumatischen Erkrankungen direkt in den Krankheitsmechanismus ein 
und haben das Ziel, die Krankheit langfristig zu unterdrücken [51]. Die sog. 
Basistherapeutika bilden eine chemisch sehr heterogene Gruppe von 
Rheumamedikamenten, die zwei Eigenschaften haben: Sie entfalten ihre Wirkung 
erst nach mehreren Wochen oder gar Monaten, und zielen darauf ab, den 
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Krankheitsprozess günstig zu beeinflussen. Die Gruppe der Basistherapeutika 
umfasst mehr als ein Dutzend versch. Wirkstoffe, die sich hinsichtlich ihrer Wirkweise 
stark unterscheiden. Sie greifen direkt in den Krankheitsverlauf ein. Zu ihnen zählen 
unter anderem Arzneimittel mit den Wirkstoffen Methotrexat, Sulfasalazin und 
Chloroquin. Mit diesen Substanzen gelingt es, entzündliche Schübe zu verhindern, 
die Beschwerden vorübergehend verschwinden zu lassen und zu verhindern, dass 
die Gelenke versteifen. Ursprünglich wurden sie auch nicht als Rheumamedikamente 
entwickelt, sondern als Hemmsubstanzen des Immunsystems bei versch. 
Krebstypen. Niedrig dosiertes Methotrexat ist wegen seines raschen 
Wirkungseintrittes (4-8 Wochen) und seiner günstigen Wirkungs-Toxizitäts-Relation 
heute weltweit das meistverwendete Basistherapeutikum bei hochaktiver RA. Es hat 
sich weltweit als „Goldstandard“ der Basistherapie etabliert [53; 56]. 
Neuerdings stehen Basistherapeutika zur Verfügung, die als Biologika oder 
Biologicals bezeichnet werden. Diese Biologika wirken sehr gezielt und greifen auf 
molekularer Ebene in den Verlauf des Krankheitsgeschehens ein. Durch ihre 
Einführung im Jahr 1999 haben die therapeutischen Optionen für die RA im letzten 
Jahrzehnt enorm zugenommen. Die Substanzen haben sich von breiten 
immunomodulatorischen Substanzen zu Molekülen hin verändert, die gegen 
bestimmte Zytokine und Zellen gerichtet sind, welche in der Pathogenese der RA 
eine Rolle spielen [57]. 
Unter den sog. Biologischen Therapieverfahren haben v.a. Hemmstoffe, die gegen 
das proinflammatorische Zytokin TNF gerichtet sind, welches eine wesentliche Rolle  
bei der Gelenkschwellung, aber auch bei der Schädigung und Zerstörung des 
Gelenks, des Knorpels und des Knochens spielt, gute Wirksamkeit und eine gute 
Verträglichkeit gezeigt [58; 60]. Zwei Prinzipien der TNF-Blockade stehen heute zur 
Verfügung. Zum einen werden monoklonale Antikörper gegen TNF eingesetzt, zum 
anderen existiert ein löslicher humaner TNF-Rezeptor. Zu einer anderen Gruppe der 
Biologika gehören Interleukin-1-Rezeptorantagonisten. Außerdem zeigen Antikörper 
gegen B- und T-Zellen, sowie gegen den IL-6-Rezeptor in klinischen Studien 
vielversprechende Ergebnisse [51].   
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Abb. 1.5: Angriffspunkte der eingesetzen Medikamente bei der RA 
Die Gruppe der älteren Basistherapeutika (A) umfasst mehr als ein Dutzend versch. Wirkstoffe,        
die sich hinsichtlich ihrer Wirkweise stark unterscheiden. Sie besitzen eine breite 
immunomodulatorische Wirkung. Durch die Einführung von neuen Basistherapeutika (B), die als 
Biologika bezeichnet werden, haben die Therapieoptionen enorm zugenommen. Die Biologika     
wirken sehr gezielt auf das Krankheitsgeschehen ein, indem sie gegen bestimmte Zytokine und  
Zellen gerichtet sind. Abkürzungen: AML: Antimalaria Drogen; ACPA: anti-citrullinierte    
Protein/Peptid Antikörper; APC: Antigen-präsentierende Zelle; GM-CSF: Granulozyten-   
Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor;  IL: Interleukin; LEF: Leflunomid; MTX: Methotrexat; 
TNF: Tumor-Nekrose-Faktor; TREG: regulatorische T-Zellen;  RF: Rheumafaktor; SSZ: Sulfasalazin                                                    
Modifiziert nach [61] 
Ist die Erkrankung durch eine medikamentöse Therapie nicht mehr beherrschbar, 
muss als letztes Mittel eine Synovektomie durchgeführt werden. Dabei handelt es 
sich um ein operatives Verfahren, bei dem die Gelenkinnenhaut chirurgisch entfernt 
wird. Nach 6-12 Wochen bildet sich ein Regenerat, welches zwar noch Zeichen einer 
Entzündung trägt, funktionell jedoch weitgehend normale Eigenschaften aufweist [62; 
63]. 
1.2 Experimentelle Arthritismodelle 
Sowohl für die Untersuchung der Pathogenese einer Krankheit, als auch für die 
Entwicklung von neuen Substanzen und Methoden zur Behandlung dieser 
Erkrankung benötigt man nicht nur Versuche in vitro, sondern auch Versuche in vivo. 
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Daher spielt der Tierversuch in der Biologie, besonders aber in der Medizin eine 
wichtige Rolle. Das Tiermodell sollte dabei die pathologischen Eigenschaften der 
interessierenden Krankheit möglichst optimal imitieren und zusätzlich gut 
reproduzierbar und einfach zu handhaben sein [64].  
Grundsätzlich lassen sich die Arthritismodelle grob in Spontanarthritiden bei 
transgenen Tieren und in immunologisch induzierte Arthritiden unterscheiden. Zu den 
Spontanarthritiden gehört das K/BxN Modell, welches 1996 zum ersten Mal 
beschrieben wurde [65]. Bei diesem Modell entwickeln die Mäuse spontan nach ca. 
27 Tagen eine starke, chronisch fortschreitende entzündliche Arthritis ohne die 
Zugabe eines externen Antigens [66]. Diese Mäuse besitzen einen transgenen        
T-Zell-Rezeptor, der das Antigen Glucose-6-phosphat-Isomerase (GPI) erkennt, 
welches ubiquitär exprimiert wird. Dadurch kommt es zu einer verstärkten Produktion 
von Auto-Antikörpern gegen GPI. Die Arthritis wird ausgelöst, weil die GPI auch an 
der Oberfläche von Gelenkknorpel exprimiert wird und die Anti-GPI Antikörper 
vermutlich mit einem gelenkspezifischen Antigen kreuzreagieren.  
Ein anderes Modell ist das MRL/lpr Modell [67; 68]. Diese Mäuse besitzen einen 
defekten Fas-Rezeptor. Über diesen Rezeptor wird normalerweise Apoptose 
ausgelöst. Funktioniert jedoch die Apoptose nicht mehr, so werden auch autoreaktive 
T-Lymphozyten im Thymus nicht mehr eliminiert. Dementsprechend sind auch 
autoreaktive B-Lymphozyten in der Lage zu proliferieren und große Mengen an 
autoreaktiven Antikörpern zu bilden.  
Eine chronische Polyarthritis entwickeln auch TNF-transgene Mäuse, denen das Gen 
für TNF entfernt wurde und die mit einem TNF-Gen transfiziert wurden, dem die 
Region für die Spaltung von membrangebundenem TNF in lösliches TNF fehlt. Somit 
kommt es zu einer Überexpression von membrangebundenem TNF [69; 70].   
Zu einer weiteren Gruppe, den immunologisch induzierten Arthritiden, zählen die 
Streptokokken-Wand-Arthrits, die Adjuvant-induzierte-Arthritis, die Antigen-induzierte 
Arthritis und die Kollagen-induzierte Arthritis. Bei der Streptokokken-Wand-Arthrits 
(SCW) injiziert man intraperitoneal die Zellwandbestandteile von Streptococcus 
pyogenes. Genausogut kann man aber auch Zymosan (Bestandteil der Hefe) oder 
LPS (Bestandteil gramnegativer Bakterien) verwenden. Bei diesem Modell macht 
man sich die gegen die Erreger gerichtete Immunreaktion zu Nutze. Im Rahmen der 
erworbenen Immunantwort können Antikörper entstehen, die mit körpereigenen 
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Proteinen kreuzreagieren und damit Gewebe schädigen [71; 72]. Das gleiche Prinzip 
wird bei der Adjuvant-induzierten Arthritis (AA) genutzt. Bei diesem Modell wird durch 
die Injektion von komplettem Freund Adjuvans (CFA) in die Schwanzbasis eine 
Polyarthritis ausgelöst. Diese entwickelt sich aufgrund einer T-Zell-vermittelten 
Kreuzreaktivität zwischen den Zellwandbestandteilen der im CFA enthaltenen 
Mykobakterien und versch. Autoantigenen, wie Proteoglykanen oder Hitze-Schock-
Proteinen [73]. Mäuse sind jedoch gegenüber der AA und der SCW relativ resistent. 
Bei der Antigen-induzierten Arthritis (AIA) werden die Versuchstiere mit einer 
subkutanen Injektion eines Gemisches aus einem Proteinantigen und einem 
immunstimulierenden Adjuvans immunisiert. Die Arthritis wird anschließend durch die 
intraartikuläre Injektion desselben Antigens in das Kniegelenk ausgelöst. Als Antigen 
können versch. Proteine wie methyliertes Rinderserumalbumin (mBSA) oder 
kationisiertes Ovalbumin dienen, die an die negativ geladene Knorpelmatrix binden 
können. Als Folge kommt es nicht nur zu einer massiven Expansion von z.B. mBSA-
spezifischen T-Zellen und mBSA-spezifischen Immunglobulinen, sondern auch zum 
Auftreten von zellulärer und humoraler Autoimmunität gegen 
Knorpelmatrixbestandteile wie Proteoglykane und Kollagen. Die AIA geht mit einem 
monoartikulären Befall einher und wurde als erstes Modell der RA 1956 von Pearson 
beschrieben [73].    
Die von diesen Arthritismodellen am häufigsten eingesetzten Modelle sind die 
Adjuvant-induzierte Arthritis (AIA) in Ratten, und die Kollagen-induzierte Arthritis 
(CIA) sowohl bei Ratten als auch bei Mäusen [64].  
Da in dieser Arbeit ausschließlich die CIA bei Mäusen benutzt wurde, wird auf sie im 
Folgenden etwas näher eingegangen. Die CIA ist das am meisten verwendete 
Modell für die rheumatoide Arthritis und wird seit über zwei Jahrzehnten intensiv 
untersucht [74]. Die CIA ähnelt der menschlichen RA in vielerlei Hinsicht. Die 
Läsionen in den betroffenen Gelenken sind hinsichtlich der klinischen, 
histopathologischen und immunologischen Merkmale sehr ähnlich. Die klinischen 
Merkmale beinhalten Erytheme und Ödeme, während als histopathologische 
Merkmale Synovitis, Pannusbildung, Knorpel- und Knochenerosion zu erkennen 
sind. Als immunologische Merkmale treten sowohl hohe Titer an Antikörper gegen 
Typ II Kollagen als auch die Produktion von Rheumafaktoren [64; 75] auf.  
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Die CIA ist eine experimentelle autoimmune Erkrankung, die in empfänglichen 
Stämmen von Nagetieren (Ratte und Maus) durch eine Immunisierung mit einem Typ 
II-Kollagen ausgelöst bzw. hervorgerufen werden kann. Dieses ist die 
Hauptkomponente des Gelenkknorpels. Die Empfänglichkeit für die CIA ist bei den 
Nagern genauso wie bei Patienten mit RA mit den Klasse II-Molekülen des MHC-
Komplexes assoziiert. Die Induktion der Arthritis erfolgt bei Mäusen durch eine 
intradermale Injektion von heterologem Kollagen Typ II in CFA in die Schwanzwurzel 
und eine anschließende Folgeinjektion drei Wochen nach der Erstinjektion mit 
heterologem Kollagen Typ II in IFA [12]. Sie wurde von Courtenay et al. 1980 zum 
ersten Mal beschrieben [76], wohingegen Wooley et al. im Jahr 1981 die genetischen 
Merkmale für die Empfänglichkeit der CIA analysierte [77]. Die Immunisierung mit 
nativem Kollagen Typ II zusammen mit Adjuvans induziert eine autoimmune 
Polyarthritis durch eine kreuzreaktive autoimmune Antwort gegen das Kollagen Typ II 
im Gelenkknorpel [74]. Die Immunantwort gegen das Typ II Kollagen ist sowohl durch 
eine Stimulation von Kollagen-spezifischen T-Zellen als auch durch die Produktion 
von hohen Antikörperspiegeln gegen das heterologe Kollagen II (Immunogen) und 
das autologe Kollagen II charakterisiert [78]. So entwickeln B-Zell-defiziente Mäuse 
mit einem genetischen Hintergrund, der sie für die CIA sehr empfänglich macht, 
keine CIA [79]. Einen wichtigen Hinweis für die Bedeutung von Kollagen Typ II 
spezifischen CD4-T-Zellen bei der Entstehung der CIA lieferte die Erkenntnis, dass 
die Empfänglichkeit für die CIA auf Mäuse beschränkt ist, welche bestimmte MHC- 
Klasse II-Allele (H-2q und H-2r) besitzen [77]. Die Blockade von T-Zellen bzw. deren 
Funktion verbessert z.B. den Schweregrad der Arthritis [12]. Obwohl T-Zellen eine 
wichtige Rolle in der Regulation und der Entwicklung einer Autoimmunantwort bei der 
CIA spielen, scheinen die Autoantikörper gegen das murine Kollagen II die 
Hauptrolle in der Immunpathogenese in diesem Modell zu spielen. Durch den 
passiven Transfer von Kollagen II-spezifischen T-Zellen konnte bei Mäusen keine 
Arthritis induziert werden [80; 81], wohingegen der passive Transfer von Immunseren 
aus arthritischen Mäusen in naive Mäuse eine starke Entzündung induzierte [82; 83]. 
Neben den T- und B-Zellen ist aber auch die Komplementaktivierung ein integraler 
Bestandteil der Pathogenese der CIA. Mäuse mit Verlust des Komplementfaktors C5 
oder C3 waren Arthritis-resistent, obwohl sie hohe Titer an IgG2a-spezifischen 
Antikörpern gegen CII aufwiesen [84; 85]. Wie die meisten auf MHC-Klasse II-
Molekülen basierenden Modelle bei Autoimmunität kann die Kollagen Typ II-
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spezifische T-Zell-Antwort bei der CIA als Th1-Antwort klassifiziert werden. Wenn 
Kollagen Typ II-spezifische T-Zellen von CIA empfänglichen Mäusen mit dem 
Antigen in vitro stimuliert werden, produzieren sie große Mengen an Th1-Zytokinen 
wie IFN-gamma und IL-2 im Vergleich zu den Th2-Zytokinen IL-4 und IL-10. Nach 
einer erfolgten Immunisierung mit Kollagen Typ II konnte auch im lymphatischen 
Gewebe der Mäuse eine erhöhte Anzahl an Th1-Zellen identifiziert werden [86]. Die 
Antikörperantwort der CIA ist durch die IgG2-Subklasse dominiert. Bei der CIA sind 
hohe Konzentrationen an IgG2a und IgG2b vorhanden, während nur geringe Mengen 
an IgG1 detektierbar sind. Da beide IgG2-Subklassen zur Komplementaktivierung 
fähig sind, ist man zudem dazu übergegangen, die Rolle des Komplements bei der 
CIA zu untersuchen [87; 88]. 
Die vielen Gemeinsamkeiten der CIA mit der humanen RA wurden in zahlreichen 
Übersichtsarbeiten veröffentlicht [89; 90]. Das Zytokinmuster der CIA ist analog zur 
RA mit Schwerpunkt auf die proinflammatorischen Zytokine ausgerichtet. Zusätzlich 
können bei der CIA als auch bei der RA Autoantikörper gegen Kollagen II 
nachgewiesen werden. Ferner besteht wie bereits oben erwähnt, im Tiermodell als 
auch bei der RA eine genetische Assoziation der MHC-Klasse II-Gene [91]. Die 
Neigung eine CIA zu entwickeln ist bei Mäusen mit den MHC-Klasse II Allelen H-2q 
und H-2r eng verknüpft. Die Peptidbindungstaschen dieser murinen Genprodukte 
ähneln denen der humanen HLA-DR4 und HLA-DR1 Genprodukte, die beide eng mit 
der RA assoziiert sind. In zwei Gesichtspunkten allerdings unterscheidet sich das 
CIA-Modell sehr stark von der menschlichen RA. Erstens schreitet die Krankheit bei 
den Tiermodellen viel schneller voran als bei der menschlichen Erkrankung. 
Zweitens weisen Nagetiere im Verhältnis zur Gelenkentzündung einen erhöhten 
Knochenabbau auf [91]. Außerdem ist das Auftreten der Entzündung und Schwellung 
bei der CIA im Vergleich zur RA nicht zwingend symmetrisch. Jede Kombination von 
Pfoten und Gelenken kann betroffen sein. 
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Abb. 1.6: Modell der Initiierung einer CIA in H-2q Mäusen 
Unter dem Einfluss der Mykobakterien verlagert sich die T-Zell-Antwort gegen das applizierte Kollagen 
Typ II von den Lymphknoten über die Blut- und Lymphgefäße hin zu den Gelenken. Dies führt zur 
Differenzierung naiver T-Zellen in IFN-γ produzierende Th1 Zellen. IFN-γ wiederum führt zur B-Zell 
Isotypenänderung in aktivierte Kollagen Typ II-spezifische B-Zellen, welche IgG2a produzieren. Die 
IgG2a-Antikörper binden im Gelenk an Kollagen Typ II und aktivieren damit das Komplementsystem. 
Das aktivierte Komplementsystem erleichtert den aktivierten T-Zellen, Monozyten (mφ) und 
neutrophilen Granulozyten (nφ) den Austritt aus dem Blutgefäß über die Stimulation des 
Blutgefäßendothels. Die durch Th1-Zytokine aktivierten Makrophagen produzieren TNF, welches 
wiederum die Migration von Zellen in das Gelenk fördert. Modifiziert nach [92]     
Es muss jedoch zur Kenntnis genommen werden, dass Tiermodelle trotz ihres 
unbestrittenen Wertes für die Forschung nicht die komplette Realität der 
menschlichen Erkrankung widerspiegeln. 
 
1.3 Sympathisches Nervensystem 
1.3.1 Anatomische Grundlagen 
Vor noch ungefähr 10 Jahren wurden das Gehirn und das Immunsystem als die zwei 
„Supersysteme“ des menschlichen Körpers angesehen [93]. Heutzutage jedoch 
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werden sie nicht mehr als zwei voneinander getrennte Systeme betrachtet, sondern 
als zwei stark miteinander vernetzte Systeme. Zwischen diesen beiden Systemen 
gibt es so viele Ähnlichkeiten, dass das Immunsystem sogar von Immunologen als 
der sechste Sinn [94] oder das zweite Gehirn [95] bezeichnet wurde. Studien der 
letzten zwanzig Jahre zeigten, dass das zentrale Nervensystem nicht nur 
Nachrichten vom Immunsystem erhält, sondern auch die Funktion des 
Immunsystems moduliert [96]. Gemäß seinem räumlichen Aufbau wird das 
Nervensystem in ein zentrales Nervensystem (ZNS) und ein peripheres 
Nervensystem (PNS) eingeteilt. Zum ZNS gehören das Gehirn und das Rückenmark, 
zum PNS werden alle somatischen und vegetativen Nerven, einschließlich der 
Nervenzellansammlungen (Ganglien) gezählt. Das periphere Nervensystem (PNS) 
wird von Neuralleistenzellen gebildet, die aus der dorsalen Region des Neuralrohrs 
auswandern [97]. Funktionell unterscheidet man innerhalb des ZNS und des PNS ein 
somatisches und ein vegetatives (= autonomes) NS. Das somatische NS ist 
zuständig für die bewusste Wahrnehmung und Motorik, während das vegetative NS 
Organfunktionen stimuliert und kontrolliert, die unwillkürlich und unbewusst ablaufen 
(Herz-, Kreislauf- und Atmungsfunktion, Verdauung, Stoffwechsel und Ausscheidung 
sowie Wärme- und Energiehaushalt) und somit die Homöostase aufrecht erhält [98]. 
Das Gehirn und das Immunsystem sind sowohl über das autonome Nervensystem 
durch direkte neurale Einflüsse als auch über neuroendokrine Einflüsse durch die 
Hypophyse miteinander verbunden. In den letzten Jahren zeigte sich, dass das 
sympathische Nervensystem (eine wichtige Komponente des autonomen 
Immunsystems) alle lymphpoiden Organe innerviert und dass die Katecholamine 
(Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems) versch. Immunparameter 
modulieren [93; 96; 99]. Innerhalb des vegetativen NS unterscheidet man 3 Teile: 
das sympathische Nervensystem (Sympathikus), das parasympathische 
Nervensystem (Parasympathikus) und das Darmwandnervensystem (enterisches 
NS). In der Regel werden Organe sowohl vom Sympathikus als auch vom 
Parasympathikus innerviert, wobei beide Systeme als Gegenspieler (Antagonisten) 
wirken. Das sympathische System ist vorwiegend auf Energiebereitstellung 
ausgerichtet und bereitet den Körper auf Stress vor, z.B. durch Beschleunigung des 
Herzschlags oder Hemmung der Verdauung. Das parasympathische System 
dagegen sorgt für Erholung und Energieerhaltung, z.B. durch Senkung der 
Herzfrequenz oder Beschleunigung der Peristaltik [100]. Sympathikus und 
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Parasympathikus besitzen eine efferente und eine afferente Leitungsbahn. 
Kennzeichnend für die Efferenzen sind zwei hintereinandergeschaltete Neuronen. 
Zentrale Impulse des autonomen Nervensystems gelangen nicht direkt zu 
Erfolgsorganen, sondern werden über eine Verbindung durch eine Zwei-Neuronen-
Kette weitergeleitet. Innerhalb von Ganglien erfolgt die synaptische Umschaltung von 
Neuron zu Neuron. Ganglien sind wenige Millimeter große Verdickungen in Nerven 
oder Nervenwurzeln und beinhalten Nervenzellkörper. Man unterscheidet sensible  
und vegetative Ganglien. Sensible Ganglien (z.B. Spinalganglien oder 
Hirnnervenganglien) enthalten die Zellkörper des 1. afferenten Neurons. Vegetative 
Ganglien enthalten die Zellkörper des 2. efferenten Neurons (z.B. parasympathische 
Kopfganglien oder sympathische Grenzstrangganglien). Im Ganglion findet eine 
synaptische Umschaltung von vegetativen Nervenfasern (kommen aus dem 
Rückenmark oder aus dem Hirnstamm (präganglionärer Verlauf = 1. efferentes 
Neuron)), auf die Nervenzellkörper des 2. efferenten Neurons statt, dessen 
Nervenfasern (postganglionärer Verlauf) in die Peripherie zum Erfolgsorgan (z.B. 
Drüsen oder glatte Muskulatur) ziehen. Die Zellkörper des 1. sympathischen Neurons 
befinden sich im Seitenhorn des Rückenmarks und zwar nur zwischen dem 1. 
thorakalen und dem 4. lumbalen Segment. Daher ist auch die Bezeichnung 
„thorakolumbales System“ gebräuchlich. Die Nervenfasern verlassen das 
Rückenmark über die Vorderwurzel und treten über einen Verbindungsast in den 
sympathischen Grenzstrang ein, der aus einer Anzahl von Ganglien und 
Nervenfasern besteht und sich beiderseits der Wirbelsäule vom Hals bis zum 
Kreuzbein erstreckt. Der Grenzstrang wird auch als paravertebrale Ganglienkette 
bezeichnet. Das Axon des 1. Neurons (präganglionäres Neuron) ist markhaltig, das 
Axon des 2. Neurons (postganglionäres Neuron) weist keine Markscheide auf. 
Beim parasympathischen Nervensystem dagegen liegen anatomisch gesehen die 
präganglionären Zellkörper im Hirnstamm sowie in den Seitenhörnern der 
Kreuzbeinregion des Rückenmarks, weswegen dieses System auch „kraniosakrales 
System“ genannt wird [98].  
1.3.2 Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems 
Die beiden Gruppen (Sympathikus und Parasympathikus) des autonomen 
Nervensystems können dasselbe Organ innervieren, aber unterschiedliche 
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Wirkungen haben, weil ihre Neuronen unterschiedliche Neurotransmitter freisetzen. 
Im sympathischen Nervensystem ist der Transmitter (chemischer Überträgerstoff) 
des präganglionären Neurons Acetylcholin, die Transmitter des postganglionären 
Neurons sind Noradrenalin sowie geringere Mengen von Adrenalin (Ausnahme: 
Acetylcholin an den Schweißdrüsen der Haut und des Nebennierenmarks). Der 
chemische Transmitter des Parasympathikus ist sowohl prä- als auch postganglionär 
Acetylcholin [98].  
Noradrenalin (NA) ist der klassische postganglionäre Neurotransmitter der 
sympathischen Nervenendigung [101]. Die Ausgangssubstanz für die Synthese von 
Noradrenalin ist Tyrosin. Es wird durch die Tyrosin-Hydroxylase in 
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) konvertiert, welches der Mengen-bestimmende 
Schritt ist. DOPA wird dann weiterhin zu Dopamin konvertiert (durch das Enzym 
Dopa-Decarboxylase), welches durch einen Carrier in Vesikel transportiert wird. In 
den Vesikeln wird Dopamin durch das Enzym Dopamin-β-Hydroxylase in 
Noradrenalin umgewandelt [96; 102].  
In sympathisch innervierten Erfolgsorganen existieren 2 Haupttypen von Rezeptoren: 
so genannte α- und β-Rezeptoren. Während α-Rezeptoren besonders gut auf 
Noradrenalin (Affinität für Rezeptor α>β, etwa 100:1) reagieren, sprechen die β-
Rezeptoren besonders auf Adrenalin an (Affinität für Rezeptor β>α, etwa 100:1) 
[103]. Dabei kann derselbe Ligand versch. Rezeptorsubtypen binden und 
entgegengesetzte Effekte hervorrufen. Bisher sind 9 versch. Adrenorezeptor-
Subtypen bekannt: 3 α1 Subtypen (1A/D, 1B, 1C), 3 α2 Subtypen (2A, 2B, 2C) und 3 
β Subtypen [104]. Die Wirkung auf die Zelle hängt dabei maßgeblich von der Affinität 
des Liganden zum jeweiligen Rezeptor, von der Verfügbarkeit des Liganden und von 
der Expression des Rezeptors auf der Zelloberfläche ab. In Entzündungsgebieten 
wird beispielsweise der β-adrenerge Rezeptor vermindert exprimiert, wohingegen der 
α1-adrenerge Rezeptor vermehrt an der Zelloberfläche erscheint [103]. Bei hohen 
Konzentrationen an Noradrenalin (im Bereich von 10-6 bis 10-4 M) bindet es an α- und 
β-Adrenozeptoren, während es bei niedriger Konzentration (≤ 10-7 M) nur an α-
Adrenozeptoren bindet [105]. Neben Noradrenalin gibt es aber auch noch andere 
wichtige Neurotransmitter, die ebenfalls in den sympathischen Nervenendigungen 
lokalisiert sind. Hierbei handelt es sich z.B. um Neuropeptid Y, endogene Opioide 
und ATP, welches zu Adenosin umgewandelt werden kann [101; 106]. Adenosin 
bindet an 3 versch. Adenosinrezeptoren. Bei hohen Konzentrationen an Adenosin 
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(im Bereich von 10-6 bis 10-4 M) bindet es A1- und A2-Adenosinrezeptoren. Die 
Neuropeptide werden in den Somata der Neuronen der oben genannten Ganglien 
gebildet und entlang der Fasern axonal in die Peripherie transportiert. 
Ultrastrukturanalysen von sympathischen Nervenendigungen haben gezeigt, dass 
Noradrenalin und Neuropeptid Y in kleinen und großen Vesikeln gespeichert werden; 
die kleinen Vesikel enthalten entweder nur Noradrenalin oder Neuropeptid Y, 
während die großen Vesikel sowohl Noradrenalin als auch Neuropeptid Y enthalten 
[107]. Die Adrenozeptoren wirken in der überwiegenden Zahl der Fälle über 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vermitteln 
ihre Wirkung über intrazelluläre Effektoren wie beispielsweise die Adenylatcyclase 
(AC) und die Phospholipase C (PLC). Die G-Proteine sind Heterotrimere, da sie sich 
aus 3 Untereinheiten zusammensetzen; eine α-, eine β- und eine γ-Untereinheit. 
Verschiedene α-Untereinheiten konnte man in Säugetieren identifizieren, welche in 4 
Haupt-Unterfamilien unterteilt werden: Gs, Gi, Gq und G12. Die Gs-Unterfamilie 
stimuliert die Adenylatcyclase, Gi dagegen inhibiert die Adenylatcyclase und Gq 
aktiviert die Phospholipase C. Über die G12-Unterfamilie ist bisher nur wenig bekannt. 
Die Adrenozeptoren aktivieren direkt diejenigen G-Proteine, welche die 
Adenylatcyclase und die Phospholipase C stimulieren. Somit wird die Produktion von 
second messengern wie cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Inositol-3-
Phosphat (IP3), Diacylglycerol (DAG) und Ca2+ induziert. Im Allgemeinen sind die 
β-Adrenozeptoren mit der Gs- Familie verbunden, was zu einer Aktivierung der 
Adenylatcyclase führt, und somit zu einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Konzentration führt. Die α-1-Adrenozeptoren dagegen sind mit der Gq-Familie 
verbunden, was zu einer Aktivierung der Phospholipase C führt, wodurch die 
Konzentrationen an Inositol-3-Phosphat und Diacylglycerol erhöht werden [108; 109].  
1.3.3 Regulation des Immunsystems 
Warum das sympathische Nervensystem (SNS) bei einer Autoimmunerkrankung wie 
der RA von Interesse ist, wird im Folgenden an einigen Beispielen deutlich gemacht. 
Wie bereits in Kapitel 1.3.1 erwähnt, steht das Nervensystem in einem engen 
Austausch mit dem Immunsystem. Immunantworten werden auf der einen Seite 
durch Antigen-präsentierende Zellen (APCs) wie Monozyten/Makrophagen, 
dendritischen Zellen und anderen phagozytierenden Zellen reguliert und auf der 
anderen Seite durch die T-Helferzellen (Th)-Subklassen Th1 und Th2, welche 
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Komponenten des erworbenen Immunsystems sind [110]. Man nimmt an, dass ein 
Defekt im Zusammenspiel zwischen SNS und dem Immunsystem oder eine 
abnormale Aktivität des SNS (in beide Richtungen) zu der Pathophysiologie von 
einigen häufigen Krankheiten, bei denen ein Shift zu einer Th1-Antwort stattfindet, 
beitragen könnte. Bei der RA, der multiplen Sklerose (MS) und dem Typ I-Diabetes 
mellitus ist die Balance zu einer Th1 Antwort und einem Überschuss an IL-12 und 
TNF verschoben, während die Th2 Aktivität und die Produktion von IL-10 
ungenügend ist [111; 112].  
Sowohl primäre als auch sekundäre Lymphorgane werden von sympathischen 
Nervenfasern innerviert [113]. Zusätzlich exprimieren immunkompetente Zellen 
Adrenozeptoren, was darauf hindeutet, dass sie durch das SNS kontrolliert werden 
[114; 115]. Zudem exprimieren Osteoblasten und Osteoklasten Adrenozeptoren, was 
eine neuronale Regulation dieser Zellen vermuten lässt [116]. Th1-Zellen 
produzieren charakteristischerweise IL-1, IL-2, TNF und IFN-γ und andere Zytokine, 
welche eine zelluläre Immunität hervorrufen. Th2-Zellen dagegen sezernieren IL-4, 
IL-5, IL-10 und IL-13, welche eine humorale Immunität hervorrufen [110; 111; 117]. 
Das SNS kann die Th1/Th2-Balance von einer pro-inflammatorischen (Th1) zu einer 
anti-inflammatorischen (Th2) Antwort verändern [118]. Es wurde gezeigt, dass 
Noradrenalin sowohl in vivo als auch in vitro die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNF) inhibieren und die Produktion von anti-
inflammatorischen Zytokinen (IL-10) steigern kann [119; 120]. Nahezu alle 
lymphoiden Zellen exprimieren ß-Adrenozeptoren, mit der Ausnahme von Th2- 
Zellen. Sie variieren nur in der Anzahl ihrer Rezeptoren. Natürliche Killerzellen (NK-
Zellen) haben die höchste und Th-Zellen die geringste Zahl an Rezeptoren. 
Zytotoxische T-Zellen, B-Zellen und Monozyten liegen mit ihrer Anzahl an                
β-Adrenozeptoren dazwischen. Von Sanders et al. wurde gezeigt, dass Th1- 
Mauszellen, aber nicht Th2-Mauszellen, β2-Adrenozeptoren exprimieren [121; 122]. 
Das deutet darauf hin, dass die Katecholamine systemisch die Typ 1-Zytokin- 
Sekretion hemmen und die Typ 2-Zytokin-Sekretion stimulieren. Bei lokalen 
Antworten, in spezifischen Kompartimenten, kann der Effekt unterschiedlich sein. So 
kann Noradrenalin über die Stimulierung von α2-Adrenozeptoren die durch LPS 
stimulierte Produktion von TNF in Maus-Peritonealmakrophagen steigern [123]. Auf 
das Krankheitsgeschehen der Arthritis zeigt das SNS einen bimodalen (steigernden 
und hemmenden) Effekt, je nach dem wann die Sympathektomie durchgeführt wurde 
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[124]. In einem Mausmodell der rheumatoiden Arthritis konnte gezeigt werden, dass 
das SNS in der Frühphase der Arthritis einen pro-inflammatorischen Effekt und in der 
Spätphase der Arthritis einen anti-inflammatorischen Effekt besitzt [124].  
Noradrenalin, Neuropeptid Y und Adenosin hemmen wichtige inflammatorische 
Funktionen wie z.B. die Produktion von TNF durch Monozyten/Makrophagen [125; 
126], die Produktion von Sauerstoffradikalen durch Neutrophile [127] und die Aktivität 
von natürlichen Killerzellen [128]. Das sympathische Nervensystem nimmt praktisch 
eine duale Rolle ein, je nachdem ob die Neurotransmitter an α2- oder β-
Adrenozeptoren bzw. an A1- oder A2-Adenosinrezeporen binden. Hohe 
Konzentrationen an diesen Neurotransmittern (10-7-10-5 M) regulieren über β-
Adrenozeptoren, Y1 NPY-Rezeptoren oder A2-Adenosinrezeptoren viele Aspekte 
des angeborenen Immunsystems herunter [129]. Deshalb sollte das Vorhandensein 
von sympathischen Nervenfasern im Entzündungsgebiet für Patienten mit RA 
vorteilhaft sein [130]. Bei Patienten mit RA konnte jedoch ein deutlicher Verlust von 
sympathischen Nervenfasern in der Synovialmembran nachgewiesen werden [105]. 
Zusätzlich fand man, dass auf den Lymphozyten in der Synovialflüssigkeit von RA-
Patienten weniger β-Adrenozeptoren vorkommen als auf Lymphozyten der 
Peripherie [129]. Dadurch kam man auf die Idee, dass eine verschlechterte Kontrolle 
des Immunsystems durch das SNS zu der Pathogenese der RA beitragen könnte. 
Die unterschiedlichen Effekte des SNS sind davon abhängig, ob eine α2-adrenerge 
oder eine β-adrenerge Stimulation stattfindet. Die Stimulation von α2-Adrenozeptoren 
führt z.B. zu einer Erhöhung des TNF-Spiegels [123; 131]. Der Verlust der 
sympathischen Nervenfasern im Entzündungsgebiet führt zu einer Entkopplung des 
Synovialgewebes von der Hypothalamus-Autonomes Nervensystem-Achse (HANS-
Achse). Diese Entkopplung und der Verlust von endogenen sympathischen, in hohen 
Konzentrationen antiinflammatorisch wirkenden Neurotransmitter könnte für RA-
Patienten ungünstig sein und den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen [105].  
       
1.4 Mechanismen der axonalen Wegfindung 
Die Phänomene von Lenkung und Zielfindung axonalen Wachstums faszinieren 
Wissenschaftler seit mehr als 100 Jahren. Um ihre Ziele korrekt zu innervieren, 
besitzen Axone eine sehr flexible und sensitive Struktur an ihrer Spitze, die der 
Einleitung  25 
spanische Mediziner Ramón y Cajal schon 1890 in Hühnerembryonen identifizierte 
und als Wachstumskegel bezeichnete. Für die Wegfindung von Axonen schlug er 
einen chemotaktischen Mechanismus vor, durch den die Axone beim Auswachsen 
zu ihren spezifischen Zielgebieten geführt werden [132]. Wachstumskegel haben 
demnach eine essentielle Funktion während der Navigation von Axonen. Sie 
besitzen eine sehr bewegliche Struktur, die durch zwei Arten von 
Zytoskelettelementen bestimmt wird. In der zentralen Region des Wachstumskegels 
sind überwiegend Mikrotubuli lokalisiert, die bis in die Filopodien der Spitze des 
Wachstumskegels hineinreichen können. In der peripheren Region herrschen 
Aktinfilamente vor. Sie liegen in den fingerartigen Ausläufern, den Filopodien 
gebündelt vor und bilden in den Lamellipodien ein enges Netzwerk, wodurch die 
Dynamik und Beweglichkeit des Wachstumskegels gewährleistet wird [133; 134]. Der 
Polymerisationsstatus dieses Aktinskeletts kontrolliert die Vorwärts- oder 
Rückwärtsbewegung der Filopodien, wobei eine Polymerisation durch attraktive und 
eine Depolymerisation durch repulsive Leitmoleküle zustande kommt [135].  
 
 
Abb. 1.7: Der neuronale Wachstumskegel 
Zwei Typen von Zytoskelettelementen befinden sich im Wachstumskegel. In der zentralen Region (C) 
herrschen überwiegend Mikrotubuli vor. In der peripheren Region (P) kommen dagegen Aktinfilamente 
vor, die in den Filopodien feste Bündel und in den Lamellipodien ein dichtes verflochtenes Netzwerk 
bilden. Modifiziert nach [133]  
Rezeptoren auf Axonen interagieren mit Lenkungsmolekülen (Liganden), die in der 
Umgebung des wachsenden Axons präsentiert werden. Die Lenkungsmoleküle 
werden entweder sezerniert oder sind membranständig und bewirken entweder eine 
 
Einleitung  26 
Abstoßung (Repulsion) oder eine Anziehung (Attraktion) des Wachstumskegels [136; 
137]. 
Dabei kann die Art der Signalwirkung in Chemorepulsion, Chemoattraktion, Kontakt-
abhängige Repulsion oder Kontakt-abhängige Attraktion unterteilt werden (Abb. 1.8) 
[137]. Diese unterschiedlichen Mechanismen werden durch permissiv oder instruktiv 
wirkende Proteine vermittelt. Permissive Signale bilden eine geeignete 
Mikroumgebung für das axonale Wachstum, ohne dass dabei eine Richtung 
vorgegeben wird. Zu den permissiven Proteinen zählen z.B. das Neuronale 
Zelladhäsions-Molekül (neuronal cell adhesion molecule, N-CAM), N-Cadherin oder 
Laminin, die entweder auf der Oberfläche von neuronalen und nicht-neuronalen 
Zellen oder in der extrazellulären Matrix lokalisiert sind [138]. Instruktive Signale 
hingegen vermitteln die Richtungsinformation für auswachsende Axone. Dabei 
können Axone durch Ausschluss aus bestimmten Regionen wie durch einen Korridor 
gelenkt werden, oder das Eindringen von Axonen in bestimmte Regionen verhindert 
werden [139; 141].  
 
 
Abb. 1.8: Die vier verschiedenen Mechanismen der axonalen Wegfindung 
Chemorepulsion, Kontakt-vermittelte Repulsion, Chemoattraktion und Kontakt-vermittelte Attraktion 
steuern Axone zu ihren Zielzellen. Repulsive Signale sind mit einem Minuszeichen und attraktive mit 
einem Pluszeichen gekennzeichnet. Modifiziert nach [136] 
Fortschritte der vergangenen 20 Jahre führten zur Identifizierung einer Reihe dieser 
Wegweisermoleküle bzw. deren auf dem Wachstumskegel exprimierten Rezeptoren. 
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Von außerordentlicher Bedeutung dafür erwies sich der Einsatz einer Reihe von in 
vitro-Versuchssystemen zur Analyse des Richtungsverhaltens auswachsender 
Axone in Kombination mit Verfahren zur Proteinreinigung. In diesem Zusammenhang 
seien insbesondere der von Friedrich Bonhoeffer eingeführte Streifen-Versuch [142], 
das von Jonathan Raper und Josef Kapfhammer etablierte Versuchssystem zur 
Induktion des Kollapses von Wachstumskegeln [140] sowie das von Andrew 
Lumsden und Alun Davies zur Untersuchung der Wirkung diffusibler Faktoren 
entwickelte Kollagen-Co-Kultursystem für Gewebsexplantate [143] genannt. 
In den letzten Jahren konnten vier Proteinfamilien identifiziert werden, die eine 
wesentliche Rolle bei der axonalen Wegfindung spielen: die Netrine, die Ephrine, die 
Slit-Proteine und die Semaphorine. Alle vier Proteinfamilien sind evolutionär vom 
Nematoden bis zum Menschen konserviert und üben häufig eine ähnliche Funktion 
während der Wegfindung von Axonen aus. Einige der Faktoren können je nach Art 
des auf dem Wachstumskegel vorkommenden Rezeptors sowohl attraktiv als auch 
repulsiv wirken [137]. Im Gegensatz zur Identifizierung zahlreicher an der Lenkung 
beteiligter extrazellulärer Faktoren und deren Rezeptoren auf dem Wachstumskegel 
sind die Mechanismen der intrazellulären Signaltransduktion während des 
Axonenwachstums gegenwärtig nur unvollständig verstanden. Dabei hängt ihre 
attraktive und repulsive Wirkung nicht nur allein von der Expression des jeweiligen 
Rezeptors ab, sondern auch von der intrazellulären Konzentration zyklischer 
Nukleotide (cGMP oder cAMP) im Wachstumskegel [144; 145].  
1.4.1 Semaphorine 
Die Semaphorine repräsentieren die größte Proteinfamilie von Signalmolekülen, die 
an der axonalen Wegfindung beteiligt ist. Die Familie besteht aus bisher mindestens 
30 identifizierten Proteinen, die anhand der Sequenzhomologien ihrer Sema-Domäne 
und einem Klasse-spezifischen C-Terminus in 8 Klassen unterteilt werden können 
(Abb. 1.9) [146]. Die Klassen 1 und 2 werden allein in Invertebraten gefunden, 
während die Klassen 3 bis 7 in Vertebraten repräsentiert sind. Die viralen 
Semaphorine bilden die achte Klasse der Genfamilie [146; 147]. Die Semaphorin-
Familie beinhaltet sowohl sezernierte (Klasse 2 und 3) als auch membranständige 
Mitglieder, die durch eine Transmembrandomäne (Klasse 1, 4, 5 und 6) oder mit 
einem Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker (Klasse 7) in der Plasmamembran 
Einleitung  28 
verankert sind [148]. Die Funktion der membrangebundenen Semaphorine ist bisher 
noch weitgehend unklar.  
Charakteristisch für die Semaphorine ist eine 500 Aminosäuren lange extrazelluläre 
Semaphorindomäne (Abb. 1.9), die in Invertebraten und Vertebraten konserviert ist 
[149; 150]. Diese Sema-Domäne enthält neben konservierten Sequenzmotiven eine 
kleine cysteinreiche Domäne (bestehend aus 14 hochkonservierten Cystein-Resten) 
und eine potentielle N- Glykolisierungsstelle. Die cysteinreiche Domäne wird als PSI-
Domäne (Plexin/Semaphorin/Integrin-Domäne) bezeichnet. Die extrazelluläre 
Domäne der meisten Semaphorine beinhaltet zudem eine Ig-ähnliche Domäne 
(Klassen 2-4 und 7), auf die ein Klassen-spezifischer C-Terminus folgt [147]. Die 
carboxyterminale Domäne der meisten Semaphorine besteht aus einer 
Immunglobulin-ähnlichen Domäne (Klasse 2-4 und 7), gefolgt von einem Klassen-
spezifischen carboxy-terminalen Ende. Die carboxy-terminale Domäne der Klasse 5 
Semaphorine enthält sieben Typ-1 Thrombospondin-Kassetten. 
 
 
Abb. 1.9: Mitglieder der Semaphorin Familie 
Schematische Darstellung der acht unterschiedlichen Semaphorin-Klassen: Die Klassen 1 und 2 
enthalten Mitglieder der Invertebraten, die Klassen 3-7 Proteine der Vertebraten, Klasse 5 enthält 
sowohl Mitglieder von Invertebraten als auch von Vertebraten und Klasse V virale Proteine. 
Semaphorine kommen als sezernierte (Klassen 2, 3 und V) oder als membrangebundene Proteine 
(Klassen 1 und 4-7) vor. Alle Proteine zeigen mit ihrem Amino-Ende nach oben. Modifiziert nach [151] 
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Die physiologische Funktion der Semaphorine ist am besten in der Entwicklung des 
Nervensystems untersucht, wo sie an der Steuerung und Wegfindung von Axonen 
und Dendriten, der axonalen Faszikulation und der Zellmigration beteiligt sind. Fast 
alle Semaphorine der Vertebraten zeigen ein komplexes und dynamisches 
Expressionsmuster im embryonalen und adulten peripheren und zentralen 
Nervensystem. Die meisten fungieren sowohl in Vertebraten als auch in 
Invertebraten als abstoßende Leitmoleküle [149; 152]. Einige haben erwie-
senermaßen jedoch auch attraktive Wirkung auf Neurone [146; 153], wobei dieser 
Effekt von dem jeweiligen Aktivierungsstatus der Wachstumskolben abhängig zu sein 
scheint [135]. Bisher wurde nur die Funktion der sezernierten Klasse 3-Semaphorine 
genauer untersucht. Klasse 3-Semaphorine haben in vitro einen starken repulsiven 
Effekt auf eine Vielzahl von Axone, wie z.B. Axone sympathischer, sensibler und 
motorischer Neurone [147; 152; 154]. Semaphorin 3A (ursprünglich als Collapsin 1 
bezeichnet) war das erste chemorepulsiv wirkende Protein, das molekular 
charakterisiert wurde. Es wurde in Membranpräparationen von embryonalem oder 
adulten Gehirnen von Hühnern identifiziert [140; 155]. Die Klasse 3-Semaphorine 
werden als Proproteine synthetisiert und erlangen ihre vollständige Aktivität erst 
durch eine proteolytische Spaltung, die durch Furin oder eine verwandte 
Endoprotease katalysiert wird. Alle Semaphorine der Klasse 3 bilden durch 
Disulfidbrücken kovalent verbundene Homodimere, deren Ausbildung für die 
repulsive Wirkung essentiell ist [147; 156]. In vitro wirkt Semaphorin 3A als 
repulsives Signal auf sensible Axone [157; 158]. Für insgesamt drei Semaphorine, 
Semaphorin 3A, Semaphorin 3C und Semaphorin 3F, die alle aus der gleichen 
Klasse von sezernierten Semaphorinen stammen, wurden Rezeptoren im 
Nervensystem der Säuger beschrieben [159; 160]. Genetische Analysen der 
Semaphorine und ihrer Rezeptoren zeigten, dass diese Proteine auch wesentliche 
Funktionen außerhalb des Nervensystems übernehmen, z.B. während der 
Angiogenese und in der Immunabwehr. So leiden Semaphorin 3A-defiziente Mäusen 
an einer Hypertrophie der rechten Herzkammer [161]. In Semaphorin 3C-Mutanten 
konnten starke kardiovaskuläre Defekte festgestellt werden, die auf einer 
fehlerhaften Separierung des kardialen Bereiches des Blutaustritts zurückzuführen 
sind [162]. Für die Beteiligung der Semaphorine in der Immunabwehr spricht, dass 
Semaphorin 4D auf der Zelloberfläche von aktivierten T-Helferzellen exprimiert wird 
und an der Aggregation und Aktivierung von B-Zellen beteiligt ist [163].  
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1.4.2 Neuropiline 
Den Semaphorinen stehen als Rezeptoren die Gruppe der Neuropiline und Plexine 
gegenüber. Die repulsive Wirkung der Klasse 3-Semaphorine wird durch einen 
Rezeptorkomplex vermittelt, der Neuropilin als Liganden-bindende Untereinheit und 
Mitglieder der Typ-A Plexine als Signal-transduzierende Untereinheit enthält (Abb. 
1.10) [137; 164; 165].  
 
Abb. 1.10: Der Signalmechanismus der Klasse 3-Semaphorine 
Zwei versch. Neuropiline (NPN-1 und NPN-2) bilden mit vier versch. Plexinen (Plexin A1, -A2, -A3, -
A4) den Rezeptorkomplex um die Signale der Semaphorine weiterzuleiten und auf diese Weise die 
Lenkung von Axonen und die neuronale Zellmigration und –adhäsion zu regulieren. Modifiziert nach 
[166] 
Neuropilin-1 (NPN-1) und das nah verwandte Neuropilin-2 (NPN-2) weisen 
weitgehend komplementäre Expressionsmuster in neuronalen und nicht-neuronalen 
Geweben auf. Sie binden alle getesteten Klasse 3-Semaphorine, unterscheiden sich 
aber in den Affinitäten für die einzelnen Mitglieder [148; 167]. Semaphorin 3A wirkt 
repulsiv auf NPN-1-positive Neuriten, wie sensible oder sympathische Axone, 
während Semaphorin 3C oder Semaphorin 3F nur Effekte auf sympathische Neurone 
haben, die zusätzlich auch NPN-2 exprimieren [149; 150; 157; 168]. Versuche mit 
Einleitung  31 
blockierenden Antikörpern und „Knock-out“ Mäusen zeigten, dass die repulsive 
Wirkung von Semaphorin 3A durch Homooligomere aus NPN-1 vermittelt wird. 
Dagegen wird die Repulsivität von Semaphorin 3F durch Homooligomere aus NPN-2 
vermittelt während NPN-1/NPN-2-Heterodimere als Rezeptor für Semaphorin 3C 
dienen [168; 169]. Die Neuropiline sind aber nur für die Bindung der Semaphorine 
verantwortlich. Sie sind nicht an der Signaltransduktion beteiligt. So zeigte eine 
Deletion der zytoplasmatischen Domäne von NPN-1, dass diese für die Weiterleitung 
der durch Semaphorin 3A aktivierten Signalkaskade nicht erforderlich ist [170]. Die 
Neuropiline sind ca. 120 - 130 kDa große Nicht-Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, die eine 
ähnliche Struktur ihrer Domänen und eine Homologie von 45% in ihrer 
Aminosäuresequenz aufweisen. Bei den Menschen ist das NPN-1 Gen auf 
Chromosom 10 und das NPN-2 Gen auf Chromosom 2 lokalisiert [160; 171]. Die 
Neuropiline sind hoch konserviert und bestehen extrazellulär aus drei Domänen 
(Abb. 1.11): zwei CUB (a1/a2) -Domänen (homolog zu den Komplement-bindenden 
Faktoren C1s/C1r, Uegf, BMPI), zwei Faktor V/VIII (b1/b2) – Domänen (homolog zu 
den Blutkoagulationsfaktoren V/VIII)- Domänen (b1/b2) und einer MAM (c) (Meprin, 
A5 Antigen, Rezeptor Tyrosin Phosphatase µ) - Domäne [159; 160; 172]. Die 
extrazelluläre Domäne ist im Vergleich zur kurzen zytoplasmatischen Domäne, die 
nur aus 44 bzw 43 Aminosäuren besteht, sehr lang. Die kurze zytoplasmatische 
Domäne weist keinerlei Homologie zu bekannten Signaltransduktionsdomänen auf. 
Die beiden CUB-Domänen (a1/a2), als auch die Faktor V/VIII Domäne (b1) sind für 
die Bindung der Semaphorine essentiell [168; 170; 173; 174]. Die MAM-Domäne (c) 
ist für die Homodimerisierung bzw. Heterodimerisierung der Neuropiline 
entscheidend [175]. Zusätzlich zu den membrangebundenen Neuropilinen gibt es 
noch lösliche Neuropiline, denen die MAM-Domäne, die Transmembran-Domäne 
und die zytoplasmatische Domäne fehlt [171; 176]. Membrangebundenes NPN-2 
existiert in zwei Haupt-Isoformen, NPN-2a und NPN-2b, die in ihrer extra-
cytoplasmatischen Domäne identisch sind und sich nur in ihren transmembranösen- 
und zytoplasmatischen Domänen unterscheiden. 
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Abb. 1.11: Die Gen-Organisation und Proteinstruktur der Neuropiline 
Die Gene für beide Neuropiline bestehen aus 17 Exonen. Durch alternatives Spleißen werden versch. 
Isoformen generiert. Beim NPN-1 gibt es nur eine membrangebundene Isoform, aber vier versch. 
lösliche Isoformen. Beim NPN-2 dagegen gibt es zwei Haupt-Isoformen, NPN-2a und NPN-2b, von 
welchen wiederum jeweils 2 Isoformen existieren. Beim löslichen NPN-2 ist nur eine Isoform bekannt. 
TM: Transmembrandomäne, Cyt: zytoplasmatische Domäne, die eine PDZ-bindende Domäne mit der 
Sequenz SEA enthält. Modifiziert nach [177]     
Die Neuropiline sind aber nicht nur ein Bestandteil des Semaphorin-Rezeptors, 
sondern üben auch eine Funktion im vaskulären System aus. In den letzten Jahren 
zeigte sich, dass die Entwicklung des Nerven- und des vaskulären Systems eng 
miteinander verbunden sind. Beide Systeme sind stark hierarchisch organisiert und 
beeinflussen teilweise gegenseitig ihre Morphogenese [178]. So sterben NPN-1-
defiziente Mäuse im Embryonenalter von Tag 14 an Defekten der Herzgefäße und 
des Nervensystems [179; 180]. Obwohl NPN-2-defiziente Mäuse lebensfähig sind, 
zeigen sie während der Entwicklung keine oder nur eine kleine Anzahl von kleinen 
Lymphgefäßen und -kapillaren [181]. NPN-1 wurde neben den VEGF-Rezeptoren-1 
und VEGF-Rezeptoren-2 als Rezeptor für VEGF165, welches eine von drei versch. 
Isoformen des VEGF (vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor) darstellt, identifiziert 
[182]. Die Bindungsstellen von VEGF165 und Semaphorin 3A liegen in der b1/2-
Domäne von NPN-1 und sind überlappend, so daß VEGF165 und Semaphorin 3A 
um diese Bindungsstelle kompetitieren. Desweiteren reguliert das Gleichgewicht von 
Semaphorin 3A und VEGF165 die Migration und Apoptose von neuronalen 
Vorläuferzellen [183].  
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1.4.3 Plexine 
Alle Semaphorine der Klasse 3 mit Ausnahme von Semaphorin 3E benötigen für die 
Bindung den Rezeptor Neuropilin (Kapitel 1.4.2). Die Signaltransduktion der Klasse 
3-Semaphorine wird jedoch durch Plexine vermittelt, die eine konservierte 
zytoplasmatische Domäne besitzen. In Vertebraten konnten bisher neun 
unterschiedliche Plexine identifiziert werden, die in vier Klassen, A-D, eingeteilt 
werden [172; 184; 185]. Die Ektodomäne aller Plexine enthält eine Sema-Domäne, 
drei PSI (Plexin, Semaphorin, Integrin) - Domänen und drei IPT (Ig-ähnlich, Plexin, 
Transkriptionsfaktoren) - Domänen. Die intrazelluläre Domäne besteht aus einer 
segmentierten GAP (GTPase-aktivierendes Protein) - Domäne mit einer GTPase- 
bindenden Domäne.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.12: Die Familie der Typ-A Plexine 
Die Typ-A Plexine bilden zusammen mit den Neuropilinen einen Rezeptorkomplex für sezernierte 
Semaphorine. Innerhalb dieses Komplexes stellen sie die Signal-transduzierende Untereinheit dar. 
Modifiziert nach [186] 
Typ-A Plexine und Neuropiline bilden unabhängig von einer Ligandenbindung einen 
stabilen Komplex [164; 165; 185]. Analysen von Plexin A3 und Plexin A3/Plexin A4 
„Knock-out“ Mäusen bestätigten, dass Plexin A3 als Rezeptoruntereinheit an der 
Vermittlung der Effekte von Semaphorin 3F beteiligt ist [184] und die Effekte von 
Semaphorin 3A durch Plexin A4 vermittelt werden [187]. In vitro Experimente 
zeigten, dass Semaphorin 3C sowohl NPN-1/Plexin A2- als auch NPN-2/Plexin A2-
Komplexe erkennen kann [188]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass 
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Plexine als Signal-transduzierende Rezeptorkomponenten der sezernierten und 
membranständigen Semaphorine dienen.  
1.4.4 Die Rolle von GTPasen im Plexin-vermittelten Signalweg 
Das Verhalten des Wachstumskegels wird wie bereits in 1.4 erwähnt durch die 
Dynamik des Zytoskeletts bestimmt. Allerdings ist über die intrazelluläre 
Signaltransduktion der Semaphorine über die Plexine bisher nur wenig bekannt. Die 
bisherigen Untersuchungen sind in dieser Hinsicht leider auch fast nur auf 
Semaphorin 3A beschränkt und beschäftigen sich nur sehr wenig mit den für diese 
Arbeit interessanten Semaphorinen 3C und -3F. Der molekulare Mechanismus der 
Signaltransduktion kann auf die Rho-Familie kleiner GTPasen zurückgeführt werden, 
die als eine Art Schalter zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen Status und 
einem aktiven GTP-gebundenen Status fungieren [189; 190]. Ihre Aktivität wird von 
zwei entgegengesetzen Mechanismen reguliert, den GEFs (Guanin 
Nukleotidaustauschfaktoren) und den GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs). 
Dabei aktivieren die GEFs die GTPasen, indem sie den Austausch von GDP zu GTP 
katalysieren [191], während GAPs die sehr langsame intrinsische GTP-Hydrolyse der 
GTPasen um das 105-fache beschleunigen und durch den Austausch von GTP zu 
GDP das G-Protein inaktivieren [192]. Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) hemmen den 
Austausch von GDP durch GTP und somit die Aktivierung der GTPasen. 
 
Abb. 1.13: Regulation von Rho-GTPasen  
Rho-GTPasen wechseln zwischen einem GDP-gebundenem, inaktiven und einem GTP-gebundenem 
aktiven Zustand. Dabei werden sie durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs), GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs) und durch Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) reguliert. 
Modifiziert nach [193] 
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Die intrazellulären Domänen der Plexine sind hoch konserviert und können mit 
zahlreichen intrazellulären Signalvermittlern interagieren und auf diese Weise 
mehrere Signalwege als Antwort auf eine Semaphorin-Stimulation aktivieren [186]. 
Sie enthalten GAP-ähnliche Motive, die mit dem monomeren G-Protein Ras 
interagieren und dessen Aktivität herunterregulieren können (Abb. 1.14) [194]. Die 
Abnahme von aktivem R-Ras führt zur Inaktivierung der Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K). Die Inhibierung des PI3K-Akt-Signalweges aktiviert die Glykogen 
Synthase Kinase-3β (GSK-3β), welche wiederum zu einer Phosphorylierung und 
damit Inaktivierung des Collapsin response mediator protein 2 (CRMP2) führt. Die 
durch GSK-3β vermittelte Phosphorylierung von CRMP2 ist von einem Fyn-Cdk5 
(Cyclin-dependent kinase 5) - Komplex abhängig. Dieser Mechanismus führt zur 
Destabilisierung von Mikrotubuli. 
Eine andere intrazelluläre Domäne der Plexine interagiert mit der Rho-Familie der 
GTPasen wie Rac1 und Rnd [189; 195]. Die GAP-Aktivität von Plexinen wird durch 
eine FARP2 (Rac-GEF) vermittelte Aktivierung von Rac1 reguliert. Aktives Rac1 
ermöglicht über eine Verbindung mit Rnd1 (einer kleinen GTPase) die Aktivierung 
von PAK (p21-associated protein), LIM-Kinase und Cofilin. Das aktivierte Cofilin 
induziert Aktin-Depolymerisation und ist für die Retraktion der Filopodien und des 
Wachstumskegels verantwortlich [196; 197]. 
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Abb. 1.14: Vereinfachte Darstellung der durch Semaphorine induzierten Signalkaskade 
Auf eine Semaphorin-Stimulation hin können mehrere Signalwege aktiviert werden. Die Plexine 
enthalten GAP-ähnliche Motive, die die Aktivität des monomeren G-Proteins Ras herunterregulieren 
können. Eine andere intrazelluläre Domäne der Plexine interagiert mit der Rho-Familie der GTPasen. 
Abkürzungen: CDK5: Cyclin-abhängige Kinase 5; CRMP2: Collapsin response mediator protein 2; 
PAK: p21-associated protein; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; Rnd1: Rho Familie GTPase 1 
Modifiziert nach [198] 
1.4.5 Neurotrophine 
Die Neurotrophine (ca. 13-16 kDa) sind eine kleine Familie von neurotrophen 
Faktoren, die versch. Aspekte (neuronales Überleben, Wachstum und Regeneration) 
des sich entwickelnden und ausgewachsenen Nervensystems regulieren. Die 
Neurotrophine werden anfangs als Pro-Neurotrophine synthetisiert und dann durch 
Furin oder Pro-Convertasen in die reifen Neurotrophine gespalten [199]. Über die 
Sezernierung von neurotrophen Faktoren bestimmen Zielgewebe u.a. den Umfang 
ihrer Innervierung. Der Nervenwachstumsfaktor (NGF) war das erste identifizierte 
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Mitglied der Neurotrophin-Familie und wurde bereits vor mehr als 40 Jahren entdeckt 
[200]. Neben dem NGF gehören auch noch der brain derived neurotrophic factor 
(BDNF), das Neurotrophin-3 (NT3) und das Neurotrophin-4/5 (NT4/5) zu der 
Neurotrophin-Familie [201; 202]. Die wichtigsten Neurotrophinrezeptoren gehören 
zur Familie der Tyrosinkinasen (Trk) (Abb. 1.15), die typischerweise liganden-
abhängig dimerisiert werden und deren intrazelluläre Domäne dann durch 
Rekrutierung von Effektor- und Adapterproteinen das Aktinskelett der Zelle 
beeinflußt. Durch die Phosphorylierung der Phospholipase C (PLC) werden Lipide zu 
Diacylglycerol und Inositol-3-Phosphat (IP3) umgewandelt, was zu einer Erhöhung 
der intrazellulären Ca2+ Konzentration führt. Außerdem werden versch. 
Proteinkinase C-Isoformen, MAP Kinasen und die Phosphatidylinositol-3-Kinase 
(PI3 K) aktiviert.  
 
 
Abb. 1.15: Die Neurotrophine und ihre Rezeptoren 
Die Neurotrophine binden selektiv an versch. Trk-Rezeptoren. Dagegen binden alle Neurotrophine an 
den p75 Rezeptor. Die Bindung der Neurotrophine resultiert in einer Dimerisierung des Rezeptors. 
Nach [203] 
Jedes der vier Neurotrophine der Säugetiere bindet an einen oder mehrere 
Rezeptoren der Trk-Familie (Abb. 1.15). So bindet NGF an die Tyrosinkinase A 
(TrkA), wohingegen BDNF und Neurotrophin-4/5 an die Tyrosinkinase B (TrkB) und 
Neurotrophin-3 an die Tyrosinkinase C (TrkC) binden [201; 202; 204]. Die 
Hauptsignalwege, die durch aktivierte Trks in Neuronen initiiert werden sind der Raf-
MAPK- und der PI3K/Akt- Signalweg [205]. NGF ist dabei entscheidend für die 
sympathische Innervation von Zielgebieten von Neuronen, deren Zellkörper in den 
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paravertebralen und prevertebralen sympathischen Ganglien liegen [206]. BDNF und 
NT-4 können durch die Aktivierung des p75-Rezeptors Apoptose in sympathischen 
Neuronen auslösen. Zusätzlich kann jedes Mitglied der Neurotrophin-Familie an den 
Rezeptor p75 binden, jedoch nur mit geringer Affinität [207; 208]. Jeder der 
Neurotrophin-Rezeptoren wird in Membranvesikeln verpackt und retrograd durch 
axonalen Transport zum Soma transportiert, wo die gerade beschriebenen 
Signalwege aktiviert werden. Dabei ist der Transport von NGF zu 80-90% von der 
TrkA abhängig, wohingegen der Transport von BDNF, NT-3 und NT-4/5 fast 
vollständig von dem p75-Rezeptor abhängt [209; 211]. 
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1.5 Zielsetzung 
Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Rolle des sympathischen Nervensystems (SNS) 
bei der RA. Sowohl bei Patienten, die an der RA leiden, als auch bei der 
experimentellen Arthritis im Tiermodell konnte ein Verlust von sympathischen 
Nervenfasern im Entzündungsgebiet nachgewiesen werden. Diese Tatsache könnte 
einen Chronifizierunsfaktor der RA darstellen, da die Neurotransmitter des SNS in 
hohen Konzentrationen antiinflammatorisch wirken. In dieser Arbeit sollte eine 
kausale Beziehung zwischen Nervenrepulsion und Arthritisverlauf hergestellt werden. 
Mögliche Faktoren, die für das Verschwinden der sympathischen Nervenfasern 
verantwortlich sein könnten, sollten identifiziert und untersucht werden. Dabei 
handelte es sich um Nervenrepulsionsfaktoren (Semaphorine) und deren Rezeptoren 
(Neuropiline). Für deren Untersuchung sollte ein geeignetes Testsystem entwickelt 
werden. Die zugrunde liegende Idee war, dass durch die Blockade der 
Signaltransduktion durch ein appliziertes NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt (NPN-2fc) die 
Bindung der Semaphorine an ihren Rezeptor (NPN-2) auf der Oberfläche der 
sympathischen Nervenfasern verhindert wird. Auf diese Weise versprach man sich 
eine Erhöhung der Nervenfaserdichte des SNS im Entzündungsgebiet, welche im 
Krankheitsprozess zu einer Verminderung der Arthritis führen sollte (Abb. 1.16). 
 
Abb. 1.16: Idee der Arbeit 
Die Semaphorine sollen durch ein appliziertes NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt abgefangen werden, damit 
sie nicht mehr an den NPN-2-Rezeptor auf den sympathischen Nervenendigungen binden können. 
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2 Material 
2.1 Laborgeräte 
 
Absorptionsspektrometer (für 96-well 
Platten, ELISA-Reader) MWG Biotech, Denkendorf 
Analysenwaage Sartorius analytic 
A120S Sartorius, Göttingen 
Autoklav Technomara, Fernwald 
Brutschrank Heraeus, Hanau 
Durchflusszytometer Coulter EPICS 
X - MCL Beckman Coulter, Krefeld 
Durchlichtmikroskop E. Leitz, Wetzlar 
Econo-Säule Bio-Rad, München 
Elektrophoreseapparaturen Biometra, Göttingen; Bio-Rad, München  
Entwicklerautomat Curix 60 Agfa, Köln 
Fluorezenzmikroskop Leica Microsystems, Nussloch 
Fluorezenzmikroskop Axiovert 200 MAT Zeiss, Jena 
Kryostat (CM 3050 S) Leica Microsystems, Nussloch 
Kühl-Brutschrank Binder, Tuttlingen 
Laserimager Typhoon 8200 Amersham, Braunschweig 
Megafuge 1.0R Zentrifuge Heraeus, Hanau 
Millipore Wasser-Filtrationsanlage Millipore, Eschhorn 
NanoDrop® 1000 UV/VIS Spektrometer Peqlab, Erlangen 
Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 
Optima™ L-70 Ultrazentrifuge (UZ) Beckman-Coulter, Palo Alto, CA, USA 
pH-Meter Wiss. Tech. Werkst., Weilheim 
Pipetboy, 30-300 µl  Brand, Wertheim 
SPR-Spektrometer Biosuplar-2 Analytical µ-Systems, Sinzing 
Stereomikroskop (Stemi 2000) Zeiss, Jena 
Sterilbank Heraeus, Hanau 
Superfusionskammer F.I.T. Fruth, Parsberg 
TE 77XP Semi-Dry Unit Hoefer, Holliston, MA, USA 
Temperaturkontrolleinheit HAT 200 Ibidi, Martinsried 
Thermocycler TRISTAR Biometra, Göttingen 
Thermomixer Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge E5415 C Eppendorf, Hamburg 
Videokamera AxioCam Mrm Zeiss, Jena 
Waage Sartorius excellence E1200S  Sartorius, Göttingen 
Wasserbad (JULABO SW-20C) JULABO Labortechnik, Sellbach 
X-Cell SureLock™mini-Cell Invitrogen, Karlsruhe 
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2.2 Verbrauchsmaterialien 
 
ECL-Film Amersham, Braunschweig; Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
Einmal Insulinspritze, 1 ml Becton Dickinson, Basel, Schweiz 
Einmalpipetten Corning, Corning. NY, USA 
Einmalspritzen steril Becton Dickinson, Basel, Schweiz 
Elektroporationsküvetten 2 mm Peqlab, Erlangen 
ELISA-Platten (Immunolon 2HB) Thermo, Milford, MA, USA 
ELISA-Platten (MaxiSorp™) Nunc, Roskilde, Dänemark 
Fettstift (DakoCytomation Pen) DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
Kryoröhrchen Nunc, Roskilde, Dänemark 
Nitrocellulosemembran Optitran BA-S 
83 Whatman, Dassel 
Objektträger Menzel-Gläser, Braunschweig 
Ohrmarken und Zange Hauptner, Solingen 
PCR-Reaktionsgefäße Peqlab, Erlangen 
Petrischalen, 35x10 mm Becton Dickinson, Basel, Schweiz 
Pipetten Eppendorf, Hamburg 
Poly-D-Lysin culture slides BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Präparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg 
Schreddersäulen für DNA Qiagen, Hilden 
Sterilfilter (0,22 µm, 0,45 µm) Millipore, Eschborn 
SuperFrost Plus Objektträger Menzelgläser, Braunschweig 
Whatman Filterpapier Biometra, Göttingen 
Zellkulturflaschen Corning, Corning. NY, USA 
Zellculture slides (6- und 24-well) Falcon, Heidelberg 
Zellculture slides (96-well) Corning, Corning. NY, USA 
Zellsieb, 40 µm BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Falcon, Heidelberg 
Zentrifugenröhrchen (für ZU, 13 x 51 
mm) Beckman, Palo Alto, CA, USA 
 
2.3 Substanzen, Chemikalien und Reagenzien 
 
Tris Merck, Darmstadt 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
SDS Fluka, Buchs 
TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin Invitrogen, Karlsruhe 
Ciprobay Bayer, Leverkusen 
Apo-Transferrin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 
BDNF R&D, Wiesbaden 
BSA Fraktion V Biomol, Hamburg 
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Cytosin-Arabinofuranosid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Diaminobutan dihydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Dispase II Roche, Mannheim  
EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethanol (96%) Merck, Darmstadt 
Fluorescent Mounting Medium DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
HS-C15-COONHS Ester Prochimia, Sopot, Polen 
Humanes Immunglobulin G Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Humanes Komplementserum Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
inkomplettes Freund-Adjuvans Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ketamin Zentrales Tierlaboratorium, Regensburg 
Kollagen II vom Huhn Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kollagen Typ II (bovin, 2 mg/ml in 0,5 M 
Essigsäure Chondrex, Seattle, USA 
komplettes Freund’s-Adjuvant Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Levamisole DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
LPS aus Escherichia coli 0111:B4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
L-Thyroxin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Matrigel (Wachstumsfaktor reduziert) BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Mykobakterium tuberculosis H37 Ra Difco Laboratories, Franklin Lakes, USA 
NaCl-Lösung, steril (0.9%) Braun, Melsungen 
Natrium-Selenit Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
NBT/BCIP Substrat DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
Nervenwachsumtsfaktor 7S (NGF) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
NPN-2/Fc R&D, Wiesbaden 
Progesteron Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Protein G-Sepharose Gerbu, Gaiberg 
Reverse Transcription System Promega, Mannheim 
Semaphorin 3F/Fc R&D, Wiesbaden 
Streptavidin Sepharose Amersham, Uppsala, Schweden 
SYPRO® Red Protein Gel Stain Invitrogen, Karlsruhe 
TissueTek Sakura Finetek, Zoerterwoude, Niederlande 
TMB Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Transfektionsreagenz jetPEI™ Biomol, Hamburg 
Triiodothyronin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trypanblau Biochrom, Berlin 
Xylazin Zentrales Tierlaboratorium, Regensburg 
Trypsin/EDTA PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
 
2.4 Kits und Enzyme 
 
Agilent Protein 230 Kit Guide Agilent Technologies, Waldbronn 
AEC Substrat Kit für Peroxidase Vector Laboratories, Burlingame, USA 
CloneJET™ PCR cloning kit Fermentas, St. Leon-Rot 
Desoxynukleotidmischung Roche, Mannheim 
ECL-Westernblot-Detektionskit GE Healthcare, Freiburg 
Fast-Link™ DNA Ligation Kit Epicentre, Madison, WI, USA 
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Micro BCA™ Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA 
PCR Aufreinigungs Kits Hiss, Freiburg; Peqlab, Erlangen 
PCR-Master-Mix Y Peqlab, Erlangen 
Phusion™ High-Fidelity DNA 
Polymerase Finnzymes, NEB, Frankfurt am Main 
Plasmid miniprep Kit Peqlab, Erlangen 
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
Reverse Transkription System Kit Promega, Mannheim 
Rnase-Free Dnase Set (50) Qiagen, Hilden 
RNeasy mini-Kit Qiagen, Hilden 
 
2.5 Zelllinien 
Schneider S2-Zellen wurden bei 21° C ohne zusätzlic he CO2-Begasung in Insect 
Xpress-Medium plus 10% FCS kultiviert. Die Selektion fand unter Anwesenheit von 
300 µg/ml Hygromycin statt. Sollten produzierte Fusionsproteine über 
Affinitätschromatographie gereinigt werden, wurde kein FCS zugesetzt. 
 
2.6 Lösungen, Medien und Puffer 
 
BSA-Lösung (10%) 5 g BSA 
ad 50 ml PBS + 0,3% Triton  
DEPC-PBS 5 PBS-Tabletten in 1 l DEPC-Wasser 
DEPC-Wasser 
2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) 
in 2 l aqua bidest. 
autoklavieren 
F-12 Medium + GlutaMax Invitrogen, Karlsruhe 
Formaldehydlösung (3,7%) 100 ml 37% Formaldehyd  
ad 1 l DEPC-PBS 
HEPES Puffer Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Krebs-Ringer Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
PBS 
137 mM NaCl 
2,68 mM KCl 
10 mM NaH2PO4 
1,76 mM K2HPO4 
in aqua bidest. 
Ripa Puffer Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Saccharose-Lösung (20%) 5 g Saccharose in 25 ml DEPC-PBS 
TBS (10x) 
1,5 M NaCl 
100 mM 
Trishydroxymethylaminomethan 
in aqua bidest  
pH 7,6 mit HCl einstellen 
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2.7 Größenstandards 
Die Größe der Nukleinsäurefragmente wurde durch die Verwendung des 
Größenstandards GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, St. Leon-Rot) 
bestimmt. 
Zur Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen wurde der SeeBlue® Plus2 
Größenstandard (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Methoden  45 
3 Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Isolierung von RNA aus Ganglien 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Ganglien wurde mit dem RNeasy® mini Kit nach 
Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die Methode dieser RNA-Isolation beruht auf 
einer spezifischen Aufreinigung der RNA über hydrophile Silizium-Gelsäulen unter 
Verwendung geeigneter Puffersysteme. Die Ganglien wurden durch 
Schreddersäulen in einem β-Mercaptoethanol- und Guanidinisothiocyanat-haltigen 
Lysepuffer homogenisiert und lysiert. Dieses chaotrope Salz denaturiert sämtliche 
Proteine inklusive RNasen und gewährt somit die Isolation von intakter, nicht 
degradierter RNA. Das Lysat wurde mit Ethanol verdünnt und durch eine Säule mit 
einer Silicagel-Membran zentrifugiert. Verunreinigungen wurden mit geeigneten 
Puffern weggewaschen, bevor die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert wurde. Die 
Menge und Reinheit der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop® 1000 UV/VIS 
Spektrometer bestimmt und anschließend bei -80° C g elagert.  
3.1.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA 
Das Umschreiben von der in der isolierten Gesamt-RNA enthaltenen mRNA in 
komplementäre DNA (cDNA) erfolgte mit dem Reverse Transcription System Kit, der 
die Reverse Transkriptase (RT) des Avian Myeloblastosis Virus (AMV RT) benutzt. 
Die RT-PCR wurde sowohl mit Oligo(dT)15 als auch mit zufällig generierten 
(Random) Primern durchgeführt. Die Ansätze wurden mit kontaminationsfreien 
Aerosolfilter-Pipettenspitzen nach folgendem Schema pipettiert: 
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Ansatz Programm 
RNA 1 µg   
MgCl2 (25 mM) 4 µl 42° C  15 min 
Puffer (10x) 2 µl 95° C  5 min 
dNTP Mix (je 10mM) 2 µl 4° C 5 min 
Oligo(dT)15/Random Primer (500ng/µl) 1 µl   
RNase Inhibitor 0,5 µl   
Reverse Transkriptase 15 u   
H2O ad 20 µl   
 
Die Proben wurden zum Umschreiben der RNA in cDNA in einem PCR-Cycler 15 
min bei 42° C inkubiert und anschließend zur Denatu rierung der reversen 
Transkriptase 5 min auf 99° C erhitzt. Nach dem Abk ühlen auf 4° C wurde die cDNA 
bei -20° C gelagert. 
3.1.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Durch den Einsatz bakterieller Polymerasen können DNA-Sequenzen in einer PCR 
amplifiziert werden. Spezifische DNA-Fragmente können durch die Verwendung 
zweier entgegengesetzt orientierter Primer vermehrt und somit detektierbar gemacht 
werden. Die Ansätze wurden mit kontaminationsfreien Aerosolfilter-Pipettenspitzen 
nach folgendem Schema pipettiert: 
 
Ansatz Programm            
Qiagen Taq PCR Master Mix 10 µl 95° C  
Primer forward (10 µM) 0,5 µl 95° C  
Primer reverse (10 µM) 0,5 µl 60° C  
DNA 1 µl 72° C  
H2Odest ad 20 µl 72° C  
  4° C 
2 min 
30 sec 
30 sec       34x 
45 sec 
7 min 
5 min 
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Folgende Primer wurden für die PCR verwendet: 
 
NPN-1 forward 5’ TTCCGCAGCGACAAATGTGG 3’ 
NPN-1 reverse 5’ TGTCGGCTTGATTGGATGCTGT 3’ 1300 bp 
NPN-2 forward 5’ GATGGCTTCTCCGCACGTTACTATT 3’ 
NPN-2 reverse 5’ GCCCAGCACCTCCAGCCTC 3’ 1002 bp 
Plexin A1 forward 5’ CCGACCTTCTACCGTGTGAGCC 3’ 
Plexin A1 reverse 5’ ACGGTCACGCATGGAGAAGCTAC 3’ 1278 bp 
Plexin A2 forward 5’ TCTTCGCCCAGCTTATCAACAAC 3’ 
Plexin A2 reverse 5’ GGTCTCAAACAAGTCGTCCACAAAT 3’ 1034 bp 
Plexin A3 forward 5’ TGCGGCTTCAGCTGCTCTCC 3’ 
Plexin A3 reverse 5’ CGGCATCTCTCCTCACAAACTGG 3’ 1104 bp 
Plexin A4 forward 5’ CCTCCTCTTCACCGTCTTCTCCAA 3’ 
Plexin A4 reverse 5’ GGCAGGTTGTTGATCTCCATTCC 3’ 1335 bp 
 
Die Primer wurden von der Firma MWG (Köln) synthetisiert. Es wurde eine 100 µM 
Stammlösung der Primer durch Lösen in H2Odest. hergestellt und bei -20° C gelagert.  
Anschließend wurden die PCR-Fragmente auf einem Agarosegel analysiert. Man 
macht sich dabei die negative Gesamtladung der DNA-Doppelhelix zunutze, welche 
durch die unter physiologischen Bedingungen deprotonierten Phosphatgruppen des 
Rückgrats entsteht. DNA-Fragmente wandern daher im elektrischen Feld, wobei die 
elektrophoretische Mobilität indirekt proportional zum Logarithmus der Anzahl ihrer 
Basen ist. Zur Auftrennung der DNA wurden 1,5%ige Agarosegele verwendet. Die 
entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer (1x) aufgekocht und nach dem 
Abkühlen auf etwa 50° C wurde Ethidiumbromid zugege ben (Endkonzentration 0,5 
µg/ml). Als Laufpuffer diente TAE-Puffer (1x). Nach der Festigung des Gels wurden 
die mit dem Ladepuffer (Peqlab, Erlangen) versetzten DNA-Proben bei 100V in 
Gelelektrophoresekammern aufgetrennt und die DNA-Fragmente auf einem UV-
Schirm bei einer Wellenlänge von 254 nm sichtbar gemacht und photographiert. 
Lösungen und Zubehör für die Agarose-Gelelektrophorese: 
 
DNA-Agarosegel 1,2% Agarose (w/v) in TAE (1x) 
E-Gel® 1,2% Invitrogen Karlsruhe 
Ethidiumbromidlösung 0,04% Ethidiumbromid in VE-Wasser 
TAE (50x) 
2 M TRIS 
250 mM Na-Acetat/Essigsäure pH 7,8 
50 mM EDTA pH 8,0              in VE-Wasser 
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Ladepuffer (10x) 
200 mM TRIS/HCL pH 7,8 
100 mM EDTA pH 8,0 
1% SDS (w/v) 
60% Glycerol (v/v) 
0,1% Bromphenolblau 
0,1% Xylencyanol 
In aqua bidest. 
 
3.2 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.1 SDS-PAGE 
Ein Proteingemisch wird mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend des Molekulargewichts seiner 
Komponenten aufgetrennt. Die Proteine werden zunächst durch die Behandlung mit 
Probenpuffer denaturiert. Der Zusatz von β-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol 
(DTT) bewirkt eine Spaltung intramolekularer Disulfidbrücken (Reduktion). Durch die 
Anwesenheit von SDS erhalten die Proteine eine negative Ladung, was eine 
Auftrennung ausschließlich nach der Größe der zu untersuchenden Proteine 
ermöglicht. Für die Auftrennung der denaturierten Proteine mittels SDS-PAGE wurde 
das Proteinlysat 5 min in 2x Laemmli-Puffer bei 95° C erhitzt und anschließend bei 
35 mA/150 V auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Als Trenngel wurde ein 
12%iges SDS-Polyacrylamidgel (pH 8,8) verwendet, welches mit einem 5%igen 
Sammelgel (pH 6,8) überschichtet wurde. 
Lösungen und Zubehör für die Agarose-Gelelektrophorese: 
 
12% Laufgel 
 
3,3 ml H2O 
4,0 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid (30%/0,8% w/v) 
2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8) 
0,1 ml SDS (10%) 
0,1 ml Ammoniumpersulfat (10%) 
0,004 ml TEMED 
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5% Trenngel 
6,8 ml H2O 
1,7 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid (30%/0,8% w/v) 
1,25 ml 1,0 M Tris (pH 6,8) 
0,1 ml SDS (10%) 
0,1 ml Ammoniumpersulfat (10%) 
0,01 ml TEMED 
Laemmli-Probenpuffer (6x) 
375 mM Tris/HCl pH 6,8 
12 mM EDTA 
7,5% SDS (w/v) 
60% Glycerol (v/v) 
0,2% Bromphenolblau (w/v) 
In aqua bidest. 
Tris-Glycin Laufpuffer (10x) 
250 mM Tris 
2,5 M Glycin 
1% SDS (w/v) 
In aqua bidest. 
 
3.2.2 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen (Blotten) 
Für den Transfer der in der SDS-Page aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulosemembran wurde das Semi-dry-Verfahren benutzt. Hierfür wurden je ein 
Filterpapier (Whatman) in Anodenpuffer A, zwei in Anodenpuffer B und drei in 
Kathodenpuffer C getränkt. Das Gel und die Nitrocellulosemembran wurden 
ebenfalls in Kathodenpuffer C equlibriert und in die Blotapparatur gelegt. Die 
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte mit dem TE 77XP Semi-dry 
Blotter für 1 h bei einer konstanten Stromstärke von 1,5 mA pro cm2 Gel. 
Folgende Puffer wurden für das Blotten verwendet: 
 
Anodenpuffer A 
0,3 M Tris pH 10,4 
20% Ethanol 
in VE-Wasser 
Anodenpuffer B 
25 mM Tris pH 10,4 
20% Ethanol 
in VE-Wasser 
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Kathodenpuffer C 
5,4 mM ε-Amino-n-Capronsäure pH 7,6 
20% Methanol 
in VE-Wasser 
 
3.2.3 Immunodetektion der Proteine 
Für die Detektion der auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteine wurden 
die Membranen zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 1 h bei RT oder bei 
4° C über Nacht in PBS mit 5% Milchpulver inkubiert . Danach wurde die Membran 
kurz in Waschpuffer (PBST + 0,05% Tween 20) geschwenkt und anschließend für 
mindestens eine Stunde bei RT unter leichtem Schütteln mit dem in Blockierlösung 
verdünnten Primärantikörper inkubiert. Die Membran wurde 3x 5 min mit 
Waschlösung gewaschen und anschließend für eine weitere Stunde mit dem gegen 
den Primärantikörper gerichteten Enzym-gekoppelten Sekundärantikörper 
(Horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelt; in PBS mit 5% Milchpulver) inkubiert. 
Nach drei weiteren Waschschritten von je 15 min wurde der Blot entweder mit dem 
AEC Substrat Kit für Peroxidase, meistens aber mit dem Detektionssystem ECL Plus 
gefärbt werden. Das ECL-Detektionssystem besteht aus dem Acridan Substrat 
Lumigen PS-3, das durch die HRP in einen Acridiniumester umgewandelt wird. Der 
Ester reagiert unter alkalischen Bedingungen mit Peroxid und emitiert Licht. Die 
entstehende Lumineszenz wurde auf einem Röntgenfilm mit unterschiedlicher 
Expositionsdauer je nach Signalintensität aufgenommen. Der Film wurde 
anschließend in einem Entwicklerautomaten entwickelt. 
Lösungen für die Proteindetektion: 
 
Blocklösung 5% Magermilchpulver (w/v) in PBST 
Waschlösung (PBST) 0,05% Tween 20 (v/v) in PBS 
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3.3 Herstellung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts 
Die Konstruktion und Herstellung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts (NPN-2fc) 
erfolgte im Labor von Prof. Falk (Innere Medizin I, Uniklinik Regensburg). Die 
biochemische Struktur des NPN-2 (NM_010939) wurde mit Hilfe von SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/) analysiert. Anhand von Primern, die die 
entsprechenden Restriktionsschnittstellen enthielten, wurden die cDNAs, die für den 
extrazellulären Teil (ausschließlich der Signalsequenz) kodierten, mit Hilfe der PCR 
vermehrt. Zusätzlich enthielten die 5’ Primer eine N-terminale Markierungssequenz 
(FLAG;(DYKDDDDK)) um die Detektion des Expressionsproduktes zu ermöglichen. 
Das verdaute PCR Produkt wurde im Leseraster mit dem humanen IgG1-Fc 
Fragment des pSignal-Vektor (R&D) kloniert. Die Neuropilin-Fc Fragmente wurden 
ausgeschnitten und mit der BiP-Signalsequenz in das Leseraster des pMT/BiP-
Vektors (Invitrogen) ligiert. Dieser Expressionsvektor wurde zusammen mit dem 
pHygro-Vektor (trägt Resistenzgen gegen Hygromycin B) cotransfiziert und für die 
stabile Transfektion von Schneider S2 Zellen (Insektenzellen) benutzt, um die 
Sezernierung des Proteins in den Zellüberstand nach der Stimulation mit Kupfersulfat 
zu überprüfen. Das Protein wurde durch Präzipitation mit Protein G-Sepharose 
gereinigt und im Western-Blot analysiert. Nach 48 Stunden wurde das 
Selektionsantibiotikum Hygromycin B hinzugefügt. Nach einer vierwöchigen 
Selektion wurden überlebende Zellen vermehrt und dann in ein serumfreies S2 
Expressionsmedium überführt. Alle Manipulationen wurden unter sterilen 
Bedingungen ausgeführt um eine Kontamination mit LPS zu vermeiden. 
Die Zellen wurden eine Woche lang mit Kupfersulfat stimuliert. Anschließend wurden 
die Überstände der Zellen gesammelt und über eine Protein G-Sepharose 
konzentriert und gereinigt. Die Reinheit und Menge des rekombinanten Proteins 
wurden mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 bestimmt.  
Für die Reinigung des Fusionsproteins mit einem hIgG-Fc-Teil wurde Protein G-
Sepharose verwendet (Fc-Teil des humanen IgG bindet an Protein G). Die Reinigung 
erfolgte durch Immunpräzipitation. Dafür wurde der Zellüberstand auf 50 ml 
Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und mit 200 µl einer 50%igen Protein G-Suspension 
für 1h im Rotator inkubiert. Die Sepharose wurde anschließend bei 850 x g pelletiert, 
in 5 ml PBS resupendiert und in eine Säule geladen. In der Säule erfolgte ein 
weiterer Waschschritt mit 20 ml PBS. Das Fusionsprotein wurde mit 1 ml 0,1 M 
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Glycin/HCl-Puffer (pH 2,8) in 2 Fraktionen eluiert. Das Eluat wurde anschließend für 
4 h in einer Dialysekassette (Ausschlussgröße 10 kD) gegen PBS dialysiert, die 
Proteinmenge mit dem Agilent Protein 230 Kit gemessen und bei -80° C gelagert.  
3.4 Immunohistochemie 
Unter Immunhistochemie versteht man den Nachweis antigener Komponenten in 
Zellen und Gewebeschnitten durch Antikörper (Ak), die mit Fluoreszenzfarbstoffen, 
Enzymen, Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind. Bei der indirekten 
Immunfluoreszenzmarkierung bindet zunächst der primäre, unkonjugierte Antikörper 
(Primär-Ak) an das Antigen im Gewebeschnitt. Anschließend werden die Schnitte mit 
einem zweiten, fluoreszierenden Antikörper (Sekundär-Ak), der gegen den Fc-Teil 
des primären Antikörpers gerichtet ist, inkubiert. Durch eine Anregung des 
Fluorophors mit Licht entsprechender Wellenlänge wird der Antigen-Antikörper-
Komplex detektierbar. Die Mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Leitz 
DMRXE Mikroskop.  
3.4.1 Färbung von sympathischen Mausganglien 
Für die immunhistochemischen Färbungen der Nervenfasern von sympathischen 
Mausganglien wurden die Ganglien wie in Kapitel 3.5 beschrieben ausgebaut und in 
culture slides, welche vorher mit Matrigel befüllt wurden, eingesetzt. Das 
entsprechende Wachstumsmedium sorgte für das Auswachsen der Nervenfasern. 
3.4.1.1 Tyrosinhydroxylase-Fluoreszenzfärbung 
Die Tyrosinhydroxylase (TH) katalysiert die Umwandlung der Aminosäure L-Tyrosin 
in die Aminosäure L-Dopa, aus der in weiteren enzymatischen Schritten die 
Katecholamine hervorgehen. Dieser erste Tyrosinhydroxylase-vermittelte Schritt ist 
der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt der Bisynthese der 
Katecholamine. 
Die in Matrigel ausgewachsenen Nervenfasern wurden zunächst für 3x 5 min mit 
PBS + 0,3% Triton gewaschen und anschließend in einer 3,7%-igen Formalinlösung 
in DEPC-H2O für 45 min fixiert. Danach wurden die Gewebeschnitte nochmals 3x 5 
min in PBS + 0,3% Triton gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Antikörper-
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Bindungsstellen wurden die Ganglien in einer Blocklösung aus BSA, FCS und 
Hühnerserum in PBS + 0,3% Triton für 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
PBS für je 5 Minuten folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper gegen die 
Tyrosinhydroxylase über Nacht bei 4° C. Dafür wurde  der Antikörper 1:100 in einer 
1%igen BSA/PBS + 0,3% Triton Lösung verdünnt. Nach der Inkubation mit dem 
Primärantikörper folgten wiederum ein Waschschritt und die Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper für 1,5 h bei 25° C im Dunkeln. Der Sekundärantikörper wurde 
ebenfalls wie der primäre Antikörper in 1% BSA in PBS + 0,3% Triton inkubiert. 
Anschließend wurden der Deckel und die Wände der culture slides entfernt und die 
Ganglien mit Fluorescent Mounting Medium und einem Deckglas eingedeckt. Für 
Kontrollfärbungen wurde der primäre Antikörper weggelassen. 
Lösungen und Puffer für die Tyrosinhydroxylase-Fluoreszenzfärbung: 
 
Blocklösung 
1%BSA, 10% FCS, 10% Hühnerserum in PBS 
+ 0,3% Triton 
Ak-Verdünnungslösung 1% BSA in PBS + 0,3% Triton 
TBS-T buffer 
6.1 g/l  Tris 
8.8 g/l  NaCl 
37 ml   1 N HCl 
ad 1 l  H2Odest.  pH 7.6 
0.05%  TWEEN 20 
 
Antikörper für die Tyrosinhydroxylase-Fluoreszenzfärbung: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Anti-
Tyrosinhydroxylase Kaninchen nichts 1:100 Chemicon 
Sekundärer Ak 
Anti-Kaninchen IgG Ziege 
AlexaFluor 
546 
1:150 Invitrogen 
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3.4.1.2 NPN-2-Fluoreszenzfärbung 
Die NPN-2-Färbung erfolgte nach demselben Protokoll wie die Tyrosinhydroxylase-
Immunhistochemie in 3.4.1.1. Der einzige Unterschied war die Verwendung eines 
anderen primären Antikörpers. 
Antikörper für die NPN-2-Fluoreszenzfärbung: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Anti-NPN-2 Kaninchen nichts 1:100 eigene Herstellung 
Sekundärer Ak 
Anti-Kaninchen IgG Ziege 
AlexaFluor 
546 
1:150 Invitrogen 
 
3.4.2 Färbung von Synovialgewebe (Patientenmaterial) 
Für die Immunfluoreszenz wurden alle Gewebe in einer 3,7%igen Formalinlösung 
fixiert, über Nacht in einer 20%igen Saccharoselösung inkubiert und in TissueTek 
eingebettet. 
3.4.2.1 NPN-2-Fluoreszenzfärbung 
Zur Quantifizierung von NPN-2-positiven Nervenfasern im Synovialgewebe von RA- 
und OA-Patienten wurden mit einem Kryostaten 8 µm dicke Kryoschnitte des 
Synovialgewebes angefertigt, auf Objektträger überführt und für 30 min 
luftgetrocknet. Um das Verlaufen der aufgetragenen Lösungen zu vermeiden, 
wurden die Schnitte mit einem Fettstift umkreist und anschließend 10 min in PBS 
gewaschen. Alle folgenden Inkubationen wurden, sofern nicht anders angegeben in 
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgeführt. Daraufhin wurde auf 
jeden Schnitt zur Absättigung unspezifischer Bindungen eine Blocklösung aus BSA, 
FCS und Hühnerserum in PBS + 0,3% Triton aufgetragen und 45 min inkubiert. Nach 
dem Abschütteln der Blocklösung wurden die Schnitte 10 min in PBS gewaschen, 
bevor auf jeden Schnitt die Primärantikörper-Lösung pipettiert wurde. Die Schnitte 
wurden mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4° C  inkubiert. Bei der 
Negativkontrolle wurde anstelle der Primärantikörper-Lösung nur der Antikörper-
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Puffer verwendet. Am nächsten Tag wurden überschüssige Antikörper durch 
zweimaliges Waschen mit PBS + 0,3% Triton für je 5 min und anschließendes 
Waschen für 5 min in PBS gewaschen, bevor auf jeden Schnitt der 
Sekundärantikörper pipettiert wurde. Die Schnitte mit dem Sekundärantikörper 
wurden bei Dunkelheit 90 min inkubiert. Abschließend wurden die Schnitte erneut 2x 
5 min in PBS + 0,3% Triton und 5 min in PBS gewaschen und mit Fluorescent 
Mounting Medium eingedeckt. Bis zur Auswertung innerhalb der darauf folgenden 
Woche wurden die Objektträger dunkel und im Kühlschrank bei 4° C gelagert. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden bei 400-facher Vergrößerung die NPN-2-positiven 
Nervenfasern gezählt. Dabei wurden 17 Gesichtsfelder pro Patient ausgezählt und 
der Mittelwert der vorhandenen Nervenfasern je mm2 berechnet. 
Lösungen für NPN-2-Fluoreszenzfärbung: 
 
Blocklösung 1% BSA, 10% FCS, 10% Hühnerserum in PBS + 0,3% Triton 
Ak-Verdünnungslösung 1% BSA in PBS + 0,3% Triton 
 
Antikörper für NPN-2-Fluoreszenzfärbung: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Anti-NPN-2 Kaninchen nichts 1:500 eigene Herstellung 
Sekundärer Ak 
Anti-Kaninchen IgG Ziege AlexaFluor 546 1:500 Invitrogen 
 
3.4.2.2 Semaphorin 3C-Färbung 
Zur Färbung von Semaphorin 3C-positiven Zellen im Synovialgewebe von RA- und 
OA-Patienten wurde das in TissueTek eingefrorene Synovialgewebe 5 µm dick 
geschnitten und die Schnitte auf Objektträger gebracht und eine halbe Stunde an der 
Luft getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte 10 min in TBS rehydriert, kurz 
abgeklopft und zur Blockierung unspezifischer Antikörper-Bindungsstellen 2 h mit 
Blocklösung inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte 1 h mit dem primären 
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Antikörper inkubiert. Sowohl Primär- als auch Sekundär-Ak wurden mit einer TBS-
Lösung verdünnt, welche 10% BSA enthielt (Ak-Verdünnungslösung). Die Schnitte 
wurden über Nacht bei 4° C mit dem Primär-Ak inkubi ert. Als Negativkontrolle wurde 
Serum, das vor Immunisierung gewonnen wurde, eingesetzt. Nach dreimaligem 
Waschen mit TBS für je 5 min folgte eine 1,5 h Inkubation mit einem Alkalische 
Phosphatase-konjugierten sekundären Antikörper.  
Lösungen für die Semaphorin 3C-Färbung: 
 
Blocklösung 1% BSA, 10% FCS, 10% Hühnerserum in PBS + 0,3% Triton 
Ak-Verdünnungslösung 10% BSA in TBS  
 
 Antikörper für die Semaphorin 3C-Färbung: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Semaphorin 3C- 
Antiserum Kaninchen nichts 1:1000 eigene Herstellung 
Sekundärer Ak 
Anti-Kaninchen IgG Ziege Alkalische Phosphatase 1:100 DakoCytomation 
 
3.4.2.3 Semaphorin 3F-Färbung 
Zur Färbung von Semaphorin 3F-positiven Zellen im Synovialgewebe von Patienten 
wurden AP-Färbungen des Synovialgewebes durchgeführt (AP = Alkalische 
Phosphatase). Dazu wurden das in TissueTek eingefrorene Synovialgewebe 
ebenfalls wie bei der Semaphorin 3C-Färbung 5 µm dick geschnitten und die 
Schnitte auf Objektträger gebracht und eine halbe Stunde an der Luft getrocknet. 
Anschließend wurden die Schnitte mit einem Fettstift umkreist, 10 min in TBS 
rehydriert. Um die Aktivität gewebseigener alkalischer Phosphatasen der Zellen im 
Gewebeschnitt zu senken wurden die Objektträger für 20 min in einem 20%igen 
Essigsäure/H2O-Gemisch bei 4° C inkubiert und anschließend 2 x 5  min in TBS 
gewaschen. Nach der 45-minütigen Inkubation mit der Blocklösung wurden die 
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Schnitte 10 min in TBS gewaschen, bevor auf jeden Schnitt der Primärantikörper 
pipettiert wurde. Die Schnitte wurden mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4° C 
inkubiert. Bei der Negativkontrolle wurde anstelle der Primärantikörper-Lösung nur 
der Antikörperpuffer verwendet. Dann wurden die Schnitte 2x 5 min in TBST und 5 
min in TBS gewaschen, bevor auf jeden Schnitt der Sekundärantikörper (Alkalische 
Phosphatase-konjugiert) pipettiert wurde. Die Schnitte wurden mit dem 
Sekundärantikörper wiederum 1 h inkubiert und anschließend wieder gewaschen. 
Danach wurde ein Substrat-System bestehend aus 4-Bromo-4-Chloro-3-
Indoxylphosphat (BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) mit einem Tropfen 
Levamisol, welches die gewebseigenen alkalischen Phosphatasen inhibiert, 
gemischt und auf die Schnitte gegeben. Die an den Sekundärantikörper gekoppelte 
alkalische Phosphathase spaltet Phosphatverbindungen dieses Substrates ab und 
die so freigesetzten Verbindungen reagieren dann zu einem violett-blauen 
Endprodukt. Die Farbentwicklung wurde unter dem Mikroskop beobachtet und nach 
Erreichen der gewünschten Farbintensität positiv gefärbter Zellen mit Wasser 
gestoppt. Dazu wurden die Schnitte abgeklopft und 3x 5 min in Wasser gewaschen 
und anschließend mit Aqueous Mounting Medium eingedeckt. Die Auswertung der 
Färbung am Mikroskop erfolgte bei 400-facher Vergrößerung. Pro Patient wurden 17 
Gesichtsfelder nach positiv-gefärbten Zellen ausgezählt. Die Ergebnisse sind in 
positive Zellen je mm2 angegeben.  
Lösungen für die Semaphorin 3F-Färbung: 
 
Blocklösung 10% BSA, 10% FCS, 10% Hühnerserum in TBS + 0,05% Tween 20 
Ak-Verdünnungslösung 10% BSA in TBS + 0,05% Tween 20 
 
Antikörper für die Semaphorin 3F-Färbung: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Anti-Semaphorin 3F Kaninchen nichts 1:200 Millipore 
Sekundärer Ak 
Anti-Kaninchen IgG Ziege 
Alkalische 
Phosphatase 
1:100 DakoCytomation 
Methoden  58 
3.5 Neuriten-Auswachs-Assay 
Bereits 1977 entwickelte Robert B. Campenot eine Methode für das Auswachsen von 
Nervenfasern aus Rattenneuronen [212]. Diese Methode ließ sich auf 
Mäuseneuronen nicht übertragen, weshalb eine neue Methode für das Auswachsen 
von Nervenfasern aus sympathischen Mäuseganglien entwickelt werden musste. Die 
Vorteile von Mäusen gegenüber Ratten sind ihre geringere Kosten und ihre 
einfachere Handhabung. Anstatt einzelner Neuronen wurden Ganglien verwendet, da 
diese ein feines Netzwerk von vielen Nervenfasern ausbilden und somit besser 
sichtbar sind. Für die Gewinnung von Ganglien wurden 2-3 Tage junge C57BL/6-
Mäuse durch Dekapitation getötet. Ein entscheidendes Kriterium war das Alter der 
Mäuse. Sie durften nicht älter als 4 Tage sein, da die Nervenfasern sonst nicht mehr 
auswuchsen. Bei Mäusen, die jünger als 2 Tage waren, konnte man die Ganglien 
nicht richtig erkennen, und somit auch nicht ausbauen. Mit der Hilfe von dünnen 
Pinzetten wurden die Ganglien aus den Mäusen unter Zuhilfenahme des Binokulars 
Zeiss Stemi 2000 stereo microscope ausgebaut.  
 
Abb. 3.1: Geöffneter Brustkorb einer Maus nach Entfernung der inneren Organe 
Zu erkennen sind die paravertebralen sympathischen Ganglien, die sich zwischen den Rippenbögen 
befinden. Aufgrund ihrer Anordnung werden sie auch als Grenzstrangganglien bezeichnet. 
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Es handelte sich hierbei um die sympathischen paravertebralen Grenzstrangganglien 
der Maus, die beiderseits an der Wirbelsäule angrenzen. Die ausgebauten Ganglien 
wurden in 40µm Zellsieben in F-12 + GlutaMax Medium gesammelt. 
Wachstumsmedium für den Neuriten-Auswachs-Assay: 
 
Substanz Menge/ml Ham’s F-12 Wachstumsmedium 
BSA 3,5 mg 
Cytosin-Arabinofuranosid 2,4 µg 
Insulin 0,125 I.E. 
Nervenwachstumsfaktor 100 ng 
Progesteron 60 ng 
Putrescin                     8,8 µg 
Transferrin 34 µg 
Triiodothyronin 340 ng 
L-Thyroxin 400 ng 
Na-Selenit 38 ng 
Ciprofloxacin 16 µg 
Penicillin/Streptomycin 100 U 
 
Ungefähr 8-9 sympathische Grenzstrangganglien können aus einer Maus ausgebaut 
werden. Anschließend wurden die Ganglien enzymatisch mit dem Enzym Dispase 
(2,4 U/ml) für 15 Minuten bei 37° C anverdaut um da s Auswachsen der Nervenfasern 
zu erleichtern. Danach folgten 3 Waschschritte mit Medium für jeweils 5 Minuten. Die 
anverdauten Ganglien wurden in den ersten Versuchen in ein Matrigel eingesetzt, in 
der Folge jedoch dann auf mit Poly-D-Lysin beschichteten culture slides gesetzt. 
Durch die Zugabe von 100 ng/ml Nervenwachstumsfaktor (NGF) zum Medium 
wurden die Nervenfasern zum Wachstum angeregt. Das Medium enthielt neben 
versch. Zusätzen noch Penicillin/Streptomycin und Ciprofloxacin. Die Ganglien 
wurden im Brutschrank bei 5% CO2 und 37° C für zwei Tage inkubiert. Ungefähr bei 
25% der ausgebauten Ganglien sind Nervenfasern ausgewachsen. Nach diesen 
zwei Tagen Inkubation wurde das Wachstumsmedium durch eine Krebs-Ringer-
Lösung ersetzt, die mit 20 mmol HEPES gepuffert wurde. Die Krebs-Ringer-Lösung 
wurde zuvor sterilfiltriert und der pH auf 7,4 eingestellt. Zu dieser Zeit erreichten die 
ausgewachsenen Nervenfasern eine Länge von durchschnittlich 500 µm bei einem 
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durchschnittlichen Durchmesser der Ganglien von 300 µm. Daraufhin wurden zu den 
Ganglien versch. Konzentrationen des Repulsionsfaktors Semaphorin 3F gegeben. 
Um das Verhalten der Nervenfasern zu analysieren, wurde über fünf Stunden alle 
zwei Minuten über life cell imaging mit dem Mikroskop und einer daran befestigten 
Videokamera ein Bild gemacht. Es wurde ein 10x Objektiv verwendet. Während der 
gesamten Zeit wurden die Ganglien in einem Inkubator für life cell imaging konstant 
bei 37° C gehalten. Dafür wurde die Temperatur-Kont rolleinheit HAT 200 verwendet. 
Für die Quantifizierung der Repulsion wurden zu Beginn des Experiments mit Hilfe 
der Zeiss Software (AxioVision Rel. 4.7) die Enden der ausgewachsenen 
Nervenfasern mit einem gelben Kreuz markiert. Zum Ende des Experiments (nach 5 
Stunden) wurde die Zahl der zurückgezogenen Nervenfasern mit einem roten Kreuz 
markiert. Die zurückgezogenen bzw. ausgewachsenen Nervenfasern wurden ins 
Verhältnis zur Gesamtzahl der anfangs ausgewachsenen Nervenfasern gesetzt.  
 
3.6 Oberflächen-Plasmon-Resonanz 
Die Technik der Oberflächen-Plasmon-Resonanz (SPR) ist eine weit verbreitete 
Methode um molekulare Interaktionen auf dünnen Metallfilmen zu studieren [213]. 
Die Oberflächen-Plasmon-Resonanz (kollektive Schwingung der Leitungs-
bandelektronen) tritt auf, wenn Licht unter bestimmten Gegebenheiten an einem 
dünnen, leitfähigen Film an der Grenzfläche zwischen zwei Medien mit 
unterschiedlichem Brechungsindex reflektiert wird. Der leitfähige Film besteht aus 
Gold und wird mit einer Dicke von ca. 50 nm auf eine Adhäsionsschicht aus Chrom 
aufgedampft. Bei einem bestimmten Einfallswinkel von monochromatischem            
p-polarisierten Licht kommt es zu einem starken Verlust an Reflexion (trotz erfüllter 
geometrischer Bedingungen für eine Totalreflexion). Die Größe dieses Winkels ist 
vom Brechungswinkel nahe der Oberfläche abhängig. Das Licht wird dabei nicht von 
der Probe absorbiert, sondern die Energie des Lichts wird durch die Oberflächen-
Plasmon-Resonanz auf den Goldfilm und die benachbarte Schicht übertragen [214; 
215] (Abb. 3.2). 
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Abb. 3.2: Schematischer Aufbau eines Sensors auf der Basis der Oberflächen-Plasmon-
Resonanz (SPR). 
Ein Rezeptor wird auf der Oberfläche einer Goldschicht immobilisiert. Bindet ein Ligand an den 
Rezeptor, verändert sich der Brechungsindex und geht mit einer Verschiebung des Winkels der 
Oberflächen-Plasmon-Resonanz einher. Nach [216] 
Die mit Gold bedeckten Glasträger wurden von der Firma Mivitec (Regensburg) 
bezogen. Vor der Erzeugung der Monoschicht wurde die Goldoberfläche in einer 
heißen Lösung einer 1:3 Mischung von 30% H2O2 und konzentrierter H2SO4 (Piranha 
Solution) für 10 Sekunden gereinigt, anschließend mit Wasser gespült und 
getrocknet. Auf dem trockenen und sauberen Chip wurde eine Monoschicht (SAM, 
self assembly monolayer) aus HS-C15-COO-NHS Ester erzeugt. Die 
selbstorganisierende Monoschicht aus diesem Ester erhielt man nach einer 
Adsorption in einer 1 mM ethanolischen Lösung nach einer Zeit von 18 Stunden. Das 
SPR-Signal wurde mit zwei versch. Natriumchlorid-Lösungen (200 mmol/L und 400 
mmol/L) kalibriert, indem mit einem Abbe-Refractometer der Brechungsindex dieser 
Lösungen bei 22,5° C bestimmt wurde. Die Immobilisi erung des NPN-2 Fc-
Konstrukts an den Ester erfolgte durch EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid), welches die Carboxy- und Aminogruppen aktiviert. Noch ungebundene 
Ester wurden durch menschliches Kontroll IgG (Fc) abgeblockt. Anschließend 
erfolgte die Zugabe des Semaphorins 3F in versch. Konzentrationen. Bei einer 
Bindung des Semaphorins an die Rezeptormoleklüle (NPN-2fc) auf der 
Sensoroberfläche, steigt deren Konzentration und damit der Brechungswinkel neben 
der Oberfläche an. Ein Verschieben des Winkels der Oberflächen-Plasmon-
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Resonanz ist die Folge. Die SPR-Messung wurde in PBS bei einem pH von 7.3 und 
Zimmertemperatur mit einem BIOSUPLAR-2 SPR-Spektrometer durchgeführt. 
 
3.7 Arthritisinduktion bei DBA/1-Mäusen 
Männliche DBA/1 wurden mit 6-8 Wochen von der Firma Janvier (Le Genest-St-Isle, 
Frankreich) gekauft. Die Mäuse wurden bei konstanten Temperaturverhältnissen von 
21° C in einem 12-stündigen Tages- und Nachtrhythmu s bei freiem Zugang zu 
Nahrung und Wasser in den zentralen Tierlaboratorien der Universität Regensburg 
gehalten. Die Versuchstiere wurden zur Eingewöhnung mindestens eine Woche vor 
Versuchsbeginn in den Versuchsraum gebracht und zu je 5 Tieren pro Käfig 
gehalten. Alle Tierexperimente wurden gemäß den Richtlinien des deutschen 
Tierschutzgesetzes durchgeführt (Genehmigung durch die Regierung der Oberpfalz 
AZ 54-2531.1-24/06).  
Für die Induktion einer Arthritis wurden die Mäuse ca. 2 cm unterhalb der 
Schwanzwurzel intradermal mit einer Suspension aus bovinem Kollagen Typ II (C II) 
und komplettem Freund Adjuvans (CFA) immunisiert. Dazu wurde bovines Kollagen 
Typ II in einem gleichen Volumen von komplettem Freund Adjuvans mithilfe eines 
Homogenisators unter Kühlung mit Eis emulgiert. Von der Emulsion wurden dann je 
100 µl mittels einer 1 ml Spritze und einer 24G Kanüle pro Maus injiziert, so dass 
jede Maus 100 µg Kollagen Typ II erhielt. Nach 21 Tagen erhielten die Mäuse eine 
Boosterinjektion, diesmal jedoch mit 100 µg Kollagen Typ II in inkomplettem Freund 
Adjuvans. Für die Beurteilung des Arthritisschweregrad wurden zwei versch. 
Scoresysteme benutzt. Beim Arthritis-Score Nr.1 wurden die Pfoten hinsichtlich einer 
Schwellung und Beeinträchtigung der Funktionstüchtigkeit untersucht. Dabei wurde 
jede Pfote separat beurteilt. Jeweils 1 Punkt wurde für die Schwellung der drei 
folgenden Gelenkregionen vergeben: Finger-Zehen-, Mittelhand-Mittelfuß- und 
Sprunggelenk-Region. Ein zusätzlicher Punkt wurde vergeben, wenn eine sehr 
starke Schwellung und eine offensichtliche Beeinträchtigung der Funktionsfähigkeit 
einer Extremität vorlagen. So konnte insgesamt ein maximaler Arthritis-Score von 4 
Punkten pro Pfote und 16 Punkten pro Tier vergeben werden (Abb. 3.3). Beim 
Arthritis-Score Nr. 2 wurde ebenfalls jede Pfote separat beurteilt und je nach dem 
Schweregrad der Schwellung einzelner Regionen versch. Punkte vergeben. 
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Wiederum wurden die Regionen in Finger/Zehen-, Mittelhand/Mittelfuß- und 
Sprunggelenk-Regionen eingeteilt. Allerdings wurde die Finger-/Zehenregion nicht 
als Ganzes, sondern jede einzelne Zehe für sich bewertet. Zwei Punkte wurden für 
eine starke Schwellung, ein Punkt für eine leichte Schellung und kein Punkt für keine 
Schwellung einer Region vergeben. Auf diese Weise wurde ein maximaler 
Arthritisscore von 12 Punkten pro Pfote (2 Punkte x 4 Zehen, 2 Punkte für die 
Mittelhand/Mittelfuß- und 2 Punkte für die Handgelenk/Knöchel-Region) und 48 
Punkten pro Tier erreicht. 
 
 
Abb. 3.3: Das Bewertungssystem der beiden Scoresysteme 
Mit der Verwendung des Scores Nr. 2 wurde ein genaueres Scoresystem eingesetzt um geringfügige 
Unterschiede im Arthritisverlauf besser erkennen zu können. 
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3.8 Superfusion von synovialem Gewebe 
Für die Detektion des lösliches NPN-2 wurde die Superfusionstechnik benutzt. Dafür 
wurden 6 Stücke einer Synovialgewebeprobe in Silikon-Superfusionskammern mit 
einem Volumen von 80 µl überführt und mit serumfreien Kulturmedium (RPMI 1640, 
25 mM HEPES, 1% Penicillin/Streptomycin, 30 µM Mercaptoethanol, 0.57 mM 
Ascorbinsäure, 1.3 mM Kalcium) superfundiert. Die Superfusion wurde für 2 h bei 37° 
C und einer Flussrate von 66 µl/min durchgeführt (eine Probe pro Kammer, 6 
Kammern parallel). Nach 120 min wurde das Superfusat von allen 6 Proben 
gesammelt und gepoolt und bei -20° C gelagert.  
 
3.9 ELISA 
Für die Quantifizierung des im Superfusat enthaltenen löslichen NPN-2 wurde ein 
ELISA verwendet. Hierfür wurden MaxiSorp™ 96-well ELISA-Platten mit einem 
Fang-Antikörper (3 µg/ml in ELISA Beschichtungspuffer) über Nacht bei 4° C 
beschichtet. Nach dem Waschen mit PBS + 0,05% Tween 20 (Waschpuffer) wurde 
die Platte mit 20% FCS in PBS 1 h bei RT geblockt. Nach einem weiteren 
Waschschritt wurden die Proben (Plasma und Synovialflüssigkeit, 1:10 in 
Blockierlösung verdünnt; das Superfusat wurde nicht verdünnt) für 2 h bei RT 
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die Platte mit 1 µg/ml 
Detektionsantikörper für eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Anschließend wurde 
die Platte fünfmal gewaschen und eine Mischung aus einem biotinyliertem 
Antikörper, horseradish-peroxidase, und TMB pro Vertiefung zugegeben. Nach 30 
min wurde die Reaktion mit 1 M H2SO4 gestoppt und die entstanden Farbkomplexe 
im Absorptionsspektrometer bei den Wellenlängen 450 nm minus 540 nm 
vermessen. Sämtliche Auswertungen wurden mit der Software SOFTmax for 
Windows 2.35 durchgeführt. Als Standard wurde das kommerziell erhältliche NPN-2 
Fc-Konstrukt eingesetzt. 
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Lösungen und Puffer für den NPN-2-ELISA: 
 
ELISA Beschichtungspuffer 
0,1 M NaHCO3, pH 9,6 
in aqua bidest. 
ELISA Waschpuffer 0,05% Tween 20 in PBS, pH 7,4 
ELISA Blockierlösung 20% FCS in PBS 
ELISA Stopplösung 1 M H2SO4 
 
Antikörper für den NPN-2-ELISA: 
 
Primärer Ak Spender Konjugat Verdünnung Hersteller 
Anti-Mensch NPN-2 Ziege nichts 3 µg/ml R&D 
Anti-Mensch NPN-2 (monoklonal) Maus nichts 1 µg/ml R&D 
Anti-Maus IgG Ziege Biotin 1 µg/ml R&D 
 
3.10 Statistik 
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Box-Plots unter Darstellung des Medians, 
der Ausreißer und der 10.-, 25.-, 75.- und 90.-Perzentilen und als Mittelwerte ± 
Standardfehler (SEM) in den Tierexperimenten. Zum Vergleich von zwei Gruppen 
wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die Korrelation 
zwischen Parametern wurde nach der Spearman Rangkorrelations-Analyse 
berechnet. Bei einem Vergleich von mehreren Gruppen erfolgte der Kruskal-Wallis-
Test. Um Unterschiede innerhalb eines Beobachtungszeitraumes zu vergleichen, 
wurde die statistische Methode des General Linear Model angewandt. Für die 
statistische Analyse wurden die Programme SPSS (SPSS / PC, V.11.5, SPSS Inc., 
Chicago, USA) und SigmaStat (V.3.5, Systat Software, Inc., Erkrath, Deutschland) 
verwendet. Bei einem p-Wert von <0,05 wurden die Unterschiede als statistisch 
signifikant betrachtet. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Nachweis der Tyrosinhydroxylase und des NPN-2 auf 
sympathischen Ganglien im Matrigel 
Zu Beginn der Arbeit wurden die in Matrigel ausgewachsenen Nervenfasern gegen 
die Tyrosinhydroxylase (TH) und Neuropilin-2 (NPN-2) gefärbt. Diese Färbungen 
sollten sicherstellen, dass es sich bei den ausgebauten Ganglien wirklich um die 
sympathischen Ganglien handelt. Zum anderen dienten sie der Überprüfung des 
NPN-2-Antikörpers. Vorarbeiten haben gezeigt, dass die käuflichen Anti-NPN-2- 
Antikörper der Firmen Zymed und R&D keine zufriedenstellenden Ergebnisse im 
Rahmen der Immunhistochemie lieferten. Deshalb wurden für die NPN-2 Färbung 
Antikörper eingesetzt, die bereits im Labor von Prof. Straub hergestellt wurden.  
 
 
Abb. 4.1: Immunhistochemie von sympathischen Ganglien im Matrigel 
A: Sympathisches Ganglion mit ausgewachsenen Nervenfasern im Durchlicht (40-fache 
Vergrößerung). B: Ausschnitt von Nervenfasern eines ausgewachsenen Ganglions, die gegen die 
Tyrosinhydroxylase gefärbt wurden (400-fache Vergrößerung). C: Ausschnitt von Nervenfasern eines 
ausgewachsenen Ganglions, die gegen NPN-2 gefärbt wurden (400-fache Vergrößerung).  
In der Durchlichtaufnahme erkennt man das fein ausgebildete Netzwerk von 
Nervenfasern, welche aus dem Ganglion herauswachsen. Sie bilden einen Kranz um 
das in der Mitte liegende Ganglion (braunes, kreisähnliches Gebilde). In den 
immunhistochemischen Färbungen ist die typische perlschnurartige Struktur der 
Nervenfasern zu erkennen. 
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4.2 Dichte von NPN-2-positiven Nervenfasern im Synovialgewebe 
Das Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten wurde hinsichtlich der Anzahl der 
NPN-2-positiven sympathischen Nervenfasern untersucht. Bei Fluoreszenzfärbungen 
gegen die Tyrosinhydroxylase wurde bereits in der Gruppe von Prof. Straub der 
Verlust von Tyrosinhydroxylase-positiven sympathischen Nervenfasern im 
Synovialgewebe von RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten nachgewiesen 
[105]. Da jedoch die Möglichkeit besteht, dass die Tyrosinhydroxylase durch den 
Entzündungsprozess herunterreguliert wird und überhaupt kein Verlust von 
sympathischen Nervenfasern vorliegt, wurde ein anderes Zielantigen, das NPN-2 
(Kapitel 1.4.2), verwendet. 
  
 
Abb. 4.2: Fluoreszenzfärbung von NPN-2-positiven sympathischen Nervenfasern 
Sowohl bei OA- als auch bei RA-Patienten waren NPN-2-positive Nervenfasern sichtbar. Bei der 
Kontrolle ohne primären Antikörper ist keinerlei Färbung zu erkennen. Vergrößerung 400x  
Die quantitative Bestimmung der NPN-2-positiven Nervenfasern im Synovialgewebe 
der Patienten ergab das gleiche Bild wie die Färbung gegen die Tyrosinhydroxylase. 
Sowohl im Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten waren Nervenfasern zu 
erkennen. Die Dichte der Nervenfasern war jedoch bei den RA-Patienten im 
Vergleich zu OA-Patienten signifikant erniedrigt (Abb. 4.3). 
 
Ergebnisse  68 
 
 
Abb. 4.3: Dichte der NPN-2-positiven sympathischen Nervenfasern im Synovialgewebe von RA- 
und OA-Patienten  
Die Zahl der Nervenfasern ist bei den RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten signifikant 
erniedrigt. Jedes schwarzes Symbol repräsentiert den Mittelwert von 17 ausgezälten Gesichtsfeldern 
eines Patienten. Die Box-Plots stellen die 10., 25., 50. (Median), 75., und 90. Perzentilen dar. 
 
4.3 Histochemische Färbung von Semaphorin 3C und Semaphorin 
3F bei RA-Patienten und anderen Autoimmunerkrankungen 
In einer vorherigen Arbeit über den Repulsionsfaktor Semaphorin 3C konnte im 
Labor von Prof. Straub bereits gezeigt werden, dass dieser Faktor bei dem Rückzug 
von sympathischen Nervenfasern aus dem Entzündungsgebiet eine wichtige Rolle 
spielen könnte. Die immunhistochemische Analyse von Semaphorin 3C im 
Synovialgewebe von Patienten ergab nämlich, dass die Dichte von Semaphorin 3C- 
positiven Zellen bei RA-Patienten gegenüber anderen Kollektiven erhöht ist und die 
Dichte der Semaphorin 3C-positiven Zellen negativ mit der Dichte der 
Sympathikusfasern korreliert [217]. 
Für die Untersuchung, ob Semaphorin 3C auch bei anderen Autoimmunkrankheiten 
beteiligt sein könnte, wurden immunhistochemische Untersuchungen an Patienten 
mit Charcot-Syndrom durchgeführt. Diese Untersuchungen ergaben, dass auch bei 
diesen Patienten Semaphorin 3C vor allem im Synovialgewebe und im Knochen des 
Fußgelenkes zu finden waren (Abb. 4.4). In der Haut dagegen war er nur in sehr 
geringen Mengen zu finden.   
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Abb. 4.4: Immunhistochemische Färbung des Semaphorin 3C 
In der Haut waren nur sehr geringe Mengen an Semaphorin 3C zu finden, wohingegen im 
Synovialgewebe und im Knochen sehr viele Semaphorin 3C-positive Zellen detektierbar waren. Die 
untere Bildreihe stellt jeweils die Kontrolle dar. Vergrößerung 400x  
Beim Charcot-Syndrom handelt es sich um eine Sonderform des diabetischen 
Fusssyndroms, welches auf eine Neuropathie (Schädigung von Nervenbahnen) 
zurückzuführen ist, und an dem Schätzungen zufolge ca. 16% aller Diabetiker 
erkrankt sind.  
Dies ist ein interessantes Indiz dafür, dass die Semaphorine auch bei anderen 
Krankheiten eine wichtige Rolle spielen könnten.  
Aufgrund der Tatsache, dass Semaphorin 3C weder in käuflicher Weise zu erhalten 
ist, noch trotz großer Anstrengung hergestellt werden konnte (Probleme in der 
Herstellung und Löslichkeit des Proteins), wurden die weiteren Untersuchungen mit 
Semaphorin 3F durchgeführt. Dieses ist käuflich zu erwerben und hat verglichen mit 
dem Semaphorin 3C sehr ähnliche Eigenschaften hinsichtlich der Wirkung auf die 
Repulsion sympathischer Nervenfasern. Färbungen gegen Semaphorin 3F im 
Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten ergaben, dass sowohl im 
Synovialgewebe von RA- als auch von OA-Patienten Zellen gefunden wurden, die 
positiv für Semaphorin 3F waren (Abb. 4.5). 
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Abb. 4.5: Semaphorin 3F-positive Zellen im Synovialgewebe von OA- und RA-Patienten 
Die Färbungen stellen eine Alkalische Phosphatase-Färbung dar. Im unteren rechten Bild ist die 
Kontrolle gezeigt, bei der der primäre Antikörper mit dem immunisierenden Peptid vorinkubiert wurde, 
was zur Neutralisierung des Antikörpers führte. Vergrößerung 400x 
Die Semaphorin 3F-positiven Zellen wurden sowohl in der Deckschicht als auch im 
Bereich unterhalb der Deckschicht lokalisiert. Es war jedoch kein signifikanter 
Unterschied in der Zahl der Semaphorin 3F-positiven Zellen zwischen RA- und OA-
Patienten detektierbar (Abb. 4.6). Auch im Verhältnis zur Gesamtzellzahl gab es 
keinen Unterschied (Abb. 4.6).  
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Abb. 4.6: Dichte der Semaphorin 3F-positiven Zellen im Synovialgewebe von OA- und RA-
Patienten 
In der linken Abbildung ist die Dichte der Semaphorin 3F-positiven Zellen in der Gesamtzahl 
aufgetragen, wohingegen in der rechten Abbildung die Zahl der positiven Zellen in Prozent relativ zur 
Gesamtzellzahl zu sehen ist.  
Auffällig ist, dass die Dichte der Semaphorin 3F-positiven Zellen zwischen den 
einzelnen Patienten sehr stark variiert. 
 
4.4 NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt 
4.4.1 Klonierung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts 
Wie bereits erwähnt, erfolgte die Klonierung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts 
(NPN-2fc) durch die Arbeitsgruppe von Prof. Falk an der Uniklinik Regensburg. Dies 
war nötig, da dieses Konstrukt zwar käuflich zu erwerben war, es aber aus 
Kostengründen nicht möglich gewesen wäre, entsprechend hohe Mengen dieses 
Konstrukts für die in vivo- und in vitro-Untersuchungen zu kaufen. Die Kopplung des 
NPN-2 an ein humanes IgG-Fc-Fragment (Abb. 4.7) diente der vereinfachten 
Reinigung aus Zellüberständen und der höheren Effektivität im Tiermodell aufgrund 
einer verlängerten Bluthalbwertszeit.  
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Abb. 4.7: Schematische Darstellung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts 
Eine Art der Dimerisierung des Proteins erfolgte über ein humanes IgG1-Fc-Fragment.  
Die Klonierung erfolgte in einem pMT/BiP-Vektor (Invitrogen). Dieser Vektor verfügt 
über einen insektenspezifischen Metallothioneinpromotor, der eine induzierbare 
Expression erlaubt, und eine BiP-Signalsequenz, wodurch das gewünschte Protein in 
den Zellüberstand sezerniert wird.  
 
Abb. 4.8: NPN-2fc im Expressionsvektor pMT/BiP 
Die NPN-2fc DNA-Sequenz wurde in das Leseraster der BiP-Signalsequenz des pMT-Vektors 
eingefügt. Mit diesem Vektor wurden anschließend Insektenzellen (Schneider S2 Zellen) transfiziert. 
Das NPN-2fc wurde von den Zellen ins Medium sezerniert. 
4.4.2 Expression und Reinigung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts 
Die Expression erfolgte in der Drosophila-Zelllinie Schneider S2. Diese 
Insektenzelllinie ermöglicht eine relativ einfache und effektive Gewinnung von 
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Protein. Die Vorteile liegen in der anspruchslosen Kultivierung, die ohne zusätzliche 
Befeuchtung und CO2-Begasung bei Temperaturen zwischen 21° C und 28° C  
erfolgt. Darüber hinaus wird spontan eine überdurchschnittlich hohe Anzahl von 
Genkopien in eine einzelne S2-Zelle eingebaut, was zu hohen Ausbeuten in der 
Proteinproduktion führen kann.  
Die gewonnene Proteinfraktion wurde in einem SDS-Gel analysiert.  
 
Abb. 4.9: Expression des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts in S2-Zellen 
Gereinigtes NPN-2fc (Spur 1) und Überstand von NPN-2fc-transfizierten Zellen (Spur 2) wurden über 
ein SDS-Gel aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch einen anti-NPN-2-Antikörper. Als 
Größenstandard wurde der SeeBlue® Plus2 Größenstandard (Spur 3) verwendet. 
Die Bande des Konstrukts zeigte sich bei ca. 120 kDa. In der aufgereinigten Probe ist 
relativ viel Protein zu erkennen, wohingegen im Zellüberstand nur eine sehr dünne 
Bande zu erkennen ist. Die genaue Proteinkonzentration wurde mit dem Agilent 
Protein 230 Kit gemessen. Die gereinigten Proteinkonzentrationen waren sehr gut 
und bewegten sich im Bereich zwischen 200 und 700 µg/ml.  
4.5 Einsatz des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts im Tiermodell 
Zur Überprüfung der Funktionalität des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts (NPN-2fc) bei 
der RA diente ein Tiermodell. Dazu wurde in männlichen DBA/1 Mäusen eine 
experimentelle Kollagen Typ II Arthritis induziert. An den Tagen 31 und 39 nach 
Arthritisinduktion wurden den Mäusen 25 µg vom selbst hergestellten NPN-2 Fc-
Ergebnisse  74 
Fusionskonstrukt intravenös appliziert. Kontrolltiere erhielten humanes IgG1 
gespritzt. Zwischen beiden Gruppen konnte jedoch bis Tag 55 nach der 
Arthritisinduktion kein signifikanter Unterschied im Verlauf der Arthritis festgestellt 
werden (Abb. 4.10). Das Konstrukt bewirkte weder eine Verbesserung noch eine 
Verschlechterung des Krankheitsverlaufes bei den Tieren. 
    
 
Abb. 4.10: Einfluss des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts auf den Verlauf einer Kollagen Typ II 
induzierten Arthritis in Mäusen 
Jede Gruppe bestand aus 10 Tieren. Die Tiere erhielten am Tag 30 und 39 nach Arthritisinduktion 25 
µg vom selbst hergestellten NPN-2fc intravenös appliziert. Als Score wurde der Score Nr. 1 mit 
maximal 12 Punkten pro Tier verwendet. Die Werte stellen die Mittelwerte ± SEM dar. Der Unterschied 
war für beide Gruppen nicht signifikant.  
Da es sich aber in der Praxis herausgestellt hat, dass mit dem Arthritis-Score Nr. 1 
nur sehr große Unterschiede im Arthritisverlauf sichtbar werden und kleinere 
Veränderungen nicht erfasst werden, wurde für den nächsten Tierversuch der 
Arthritis-Score Nr. 2 verwendet. Mit diesem konnte man z.B. erkennen, dass zwei 
von 4 Zehen eine Linderung zeigten, die übrigen aber noch den Ursprungszustand 
aufwiesen. Dieser Score ermöglichte also präzisere Feststellungen. Auf den 
Menschen bezogen stellt ja eine Linderung der Entzündung an einigen Gelenken 
bereits einen therapeutischen Effekt dar. Außerdem wurde die applizierte Menge des 
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NPN-2fc von 25 µg auf 50 µg verdoppelt. Zusätzlich wurde neben dem selbst 
hergestellten NPN-2fc ein von der Firma R&D kommerziell erhältliches NPN-2fc 
eingesetzt. Überraschenderweise verursachten beide eingesetzten Konstrukte eine 
Verschlimmerung der Arthritis im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4.11).  
 
 
Abb. 4.11: Einfluss des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts auf den Verlauf einer Kollagen Typ II 
induzierten Arthritis in Mäusen 
Jede Gruppe bestand aus 10 Tieren. Eine Gruppe erhielt am Tag 31 und 38 nach Arthritisinduktion 50 
µg vom selbst hergestellten NPN-2fc, die andere Gruppe dieselbe Menge an kommerziell erworbenem 
NPN-2fc intravenös appliziert. Als Score wurde der Score Nr. 2 mit maximal 48 Punkten pro Tier 
verwendet. Mit dem General Linear Modell konnte eine Signifikanz von p < 0.001 zwischen 
Kontrolltieren und Tieren, die mit dem kommerziell erhältlichen NPN-2fc behandelt wurden und eine 
Signifikanz von p < 0.016 zwischen Kontrolltieren und Tieren, die mit dem selbst hergestellten NPN-
2fc behandelt wurden, ermittelt werden. Zwischen den beiden mit NPN-2fc-behandelten Gruppen war 
der Unterschied nicht signifikant.  
4.6 Lösliches NPN-2 in Körperflüssigkeiten 
Nachdem zwischen RA- und OA-Patienten kein signifikanter Unterschied in der 
Dichte von Semaphorin 3F-positiven Zellen festgestellt werden konnte und das 
NPN-2fc im Arthritismodell den Krankheitsverlauf verschlimmerte, wurden die 
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Konzentrationen der löslichen Form des Semaphorin 3F-Rezeptors, das lösliche 
NPN-2, untersucht. Wegen des Rückzugs sympathischer Nervenfasern bei RA 
wurden in OA-Patienten höhere Konzentrationen an löslichem NPN-2 sowohl im 
Plasma als auch in der Synovialflüssigkeit und im Superfusat bei RA-Patienten 
erwartet. Dieses lösliche NPN-2 stellt im Prinzip das NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt dar 
und könnte für ein Abfangen der Semaphorine relevant sein. Damit würde es dem 
angedachten Therapieprinzip entsprechen und verhindern, dass die Semaphorine an 
den membrangebundenen NPN-2 Rezeptor auf der Oberfäche von sympathischen 
Nervenfasern binden können. Mittels eines ELISAs wurden die Konzentrationen des 
löslichen NPN-2 im Plasma, der Synovialflüssigkeit und im Superfusat von Patienten 
gemessen. Überraschenderweise war hier gerade das Gegenteil zu beobachten. Im 
Superfusat und der Synovialflüssigkeit der RA-Patienten waren die Konzentrationen 
an löslichem NPN-2 statistisch signifikant höher als in den OA-Patienten. Die 
Konzentrationen im Plasma dagegen waren statistisch nicht signifikant höher 
(Tendenz) (Abb. 4.12). 
 
 
Abb. 4.12: Die Konzentration an löslichem NPN-2 in verschiedenen Körperflüssigkeiten 
Sowohl im Plasma als auch im Superfusat und der Synovialflüssigkeit sind die Konzentrationen von 
löslichem NPN-2 bei RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten erhöht. Zu beachten ist die 
veränderte Skalierung in der Graphik zur Superfusat-Probe. Hier ist die Konzentration an löslichem 
NPN-2 im Vergleich zu den beiden anderen gemessenen Proben gering, was auf den 
Verdünnungseffekt des Superfusionsmediums zurückzuführen ist. Allerdings bewegten sich die Werte 
noch im Detektionslimit von 30 pg/ml. 
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4.7 Bindungseigenschaften zwischen Semaphorin 3F und NPN-2 
Fc-Fusionskonstrukt 
Für die Ermittlung der Bindungskonstante zwischen den beiden Proteinen 
Semaphorin 3F und dem hergestellten NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt (NPN-2fc) wurde 
die Methode der Oberflächenplasmonresonanz genutzt. Sie wurde unter Mithilfe von 
Dr. Hirsch und Prof. Mirsky am Institut für Analytische Chemie der Universität 
Regensburg angewandt. Diese Methode ermöglicht eine sehr elegante Messung der 
Interaktion zwischen zwei Interaktionspartnern (Kapitel 3.6). Der Rezeptor, das NPN-
2fc, wurde hierfür an eine Goldoberfläche gebunden. Die anschließende Zugabe 
versch. Konzentrationen an Semaphorin 3F führte durch die Bindung an das 
immobilisierte NPN-2 zu einer Änderung des Brechungsindex, der gemessen wurde. 
In Abb. 4.13 erkennt man den konzentrationsabhängigen Anstieg des 
Brechungsindex. Je höher die Konzentration am zugegebenen Semaphorin 3F ist, 
desto höher ist der Brechungsindex. Vor jeder neuen Zugabe von Semaphorin 3F 
erfolgte ein Waschgang mit PBS.    
 
 
Abb. 4.13: Analyse der Bindungseigenschaften von NPN-2fc und Semaphorin 3F 
Nach der kovalenten Bindung von NPN-2fc an der Sensoroberfläche erfolgte die Zugabe versch. 
Konzentrationen von Semaphorin 3F. Zwischen den versch. Zugaben von Semaphorin 3F erfolgte ein 
Waschgang mit PBS, der den Brechungsindex auf ein neues Ausgangsniveau brachte (gepunktete 
Linie). 
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Die Erhöhung des Brechungsindex durch die Zugabe versch. Konzentrationen an 
Semaphorin 3F ist gut zu erkennen (Abb. 4.13). Mit Hilfe des Lineweaver-Burk 
Diagramms kann die Bindungskonstante ermittelt werden. Dazu wird der x-Wert, an 
dem die Regressionslinie die x-Achse (y=0) schneidet, zur Ermittlung der 
Bindungskonstante herangezogen. Für die Bestimmung der Bindungskonstante 
wurden zwei unabhängige Experimente durchgeführt. Auf diese Weise konnte eine 
Bindungskonstante von 96 nmol/l bestimmt werden. 
 
 
Abb. 4.14: Bindungskurve in Form des Lineweaver-Burk Diagramms 
In der Graphik ist die Regressionslinie, der Regressionskoeffizient R und dessen p-Wert angegeben. 
Der Wert, an dem die Regressionslinie die x-Achse schneidet, stellt die Bindungskonstante dar. Sie 
liegt im Bereich von 96 nmol/l 
 
4.8 Effekte von Semaphorin 3F im Neuriten-Auswachs-Assay 
Nachdem mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz die Interaktion zwischen 
Semaphorin 3F und NPN-2 bestätigt wurde, wurden die Effekte von Semaphorin 3F 
im Neuriten-Auswachs-Assay getestet. Dieser Assay musste erst entwickelt werden, 
was einen Großteil der Arbeit in Anspruch nahm. In diesem Assay wurden die 
sympathischen paravertebralen Grenzstrangganglien von zwei Tage-alten Mäusen 
ausgebaut und mit Hilfe von NGF und einem speziellen Wachstumsmedium auf Poly-
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D-Lysin beschichteten culture slides zum Wachstum angeregt. Bereits nach einem 
Tag begannen die Nervenfasern auszuwachsen. Zwei Tage nach Ausbau der 
Ganglien waren sie bereits soweit ausgewachsen, dass sie für funktionelle Tests 
herangezogen werden konnten. Der große Nachteil ist, dass trotz vieler 
Veränderungen im Versuchsaufbau nur ca. 25% der kultivierten Ganglien überhaupt 
ausgewachsen sind. Davon wuchs wiederum nur 1/3 der Ganglien soweit aus, dass 
sie ein feines Netzwerk von Nervenfasern bildeten und für die Tests verwendet 
werden konnten. Nach Zugabe einer hohen Konzentration von 210 nmol/l 
Semaphorin 3F wurden die Nervenfasern mit Hilfe der Zeitraffer-Videomikroskopie 
über 5 h beobachtet. Es zeigten sich zwei Arten von Nervenfaserrepulsion, einen 
fulminanten Rückzug von Nervenfasern und ein Trümmerfeldrückzug (Abb. 4.15 und 
Abb. 4.16). Der Trümmerfeldrückzug war in 95% der Fälle zu beobachten, wobei der 
fulminante Rückzug nur in ca. 5% der Fälle zu erkennen war. Während des 
fulminanten Rückzugs zogen sich die Nervenfasern komplett zurück, wobei nur 
einige wenige Nervenfasern zurückblieben. Im Fall des Trümmerfeld-Rückzugs 
zogen sich die Nervenfasern zurück und hinterließen dabei viele abgeschnürte 
vesikuläre Axonfragmente. Diese Fragmente ähnelten den sogenannten 
Synaptosomen, die bereits in den 60er Jahren beschrieben wurden [218]. Die 
Gründe für die eine oder andere Art des Rückzugs sind bisher noch nicht 
verstanden. Die Markierung der ausgewachsenen Nervenfasern mit gelben bzw. 
roten Kreuzen diente der Quantifizierung der zurückgezogenen Nervenfasern. Zu 
Anfang des Experiments wurden die Enden der ausgewachsenen Nervenfasern mit 
einem gelben Kreuz markiert und am Ende des Experiments (nach 5 h) die 
zurückgezogenen mit einem roten Kreuz (Abb. 4.15 und Abb. 4.16).  
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Abb. 4.15: Semaphorin 3F-induzierter fulminanter Rückzug von Nervenfasern 
Gezeigt sind die Aufnahmen zu versch. Zeitpunkten nach der Zugabe des Semaphorins. Die roten 
und gelben Markierungen dienten der Quantifizierung der zurückgezogenen Nervenfasern. 
Vergrößerung 100x 
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Abb. 4.16: Semaphorin 3F-induzierter Trümmerfeldrückzug von Nervenfasern 
Gezeigt sind die Aufnahmen zu versch. Zeitpunkten nach der Zugabe des Semaphorins. Die 
Nervenfasern verschwanden, wobei sie viele abgeschnürte vesikuläre Axonfragmente zurückließen. 
Vergrößerung 100x 
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4.9 Dosisabhängige Effekte von Semaphorin 3F mit und ohne 
NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt 
Nachdem der Neuriten-Auswachs-Assay entwickelt werden konnte und die 
Bindungskonstante der zwei Interaktionspartner NPN-2 und Semaphorin 3F 
bestimmt wurde, wurden dosisabhängige Effekte von Semaphorin 3F und der 
Einfluss des NPN-2 Fc-Konstrukts (NPN-2fc) auf das Verhalten der Nervenfasern 
getestet. Semaphorin 3F übte eine repulsive Wirkung in einer dosisabhängigen Form 
auf die sympathischen Nervenfasern aus (Abb. 4.17). Sowohl der Rückzug als auch 
das Auswachsen der Nervenfasern wurde mit der in Kapitel 4.8 dargestellten 
Methode quantifiziert. Der halbmaximale Effekt des Semaphorin 3F lag zwischen 160 
und 210 nmol/l (Abb. 4.17). Dieser Wert liegt etwa im Konzentrationsbereich, der als 
Bindungskonstante mit der Oberflächenplasmonresonanz (96 nmol/l) ermittelt wurde. 
Durch die gleichzeitige Betrachtung des Rückzugs und des Auswachsens ist zu 
erkennen, dass sich die Kurven des Rückzugs und des Auswachsens wie erwartet 
entgegengesetzt verhalten (Abb. 4.17). Bei den Konzentrationen, bei denen die 
Nervenfaserrepulsion erhöht wurde, wurde das Auswachsen der Nervenfasern 
gehemmt und andersherum. Kontrollexperimente, die entweder ohne die Zugabe von 
irgendeinem Faktor oder mit IgG1 allein durchgeführt wurden, zeigten keinerlei 
Beeinflussung hinsichtlich des Rückzugs oder des Auswachsens der Nervenfasern 
(Abb. 4.18). Der Fc-Teil des Konstrukts ist also nicht für den Rückzug der 
Nervenfasern verantwortlich.   
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Abb. 4.17: Dosisabhängige Stimulation der Repulsion/des Auswachsens sympathischer 
Nervenfasern durch Semaphorin 3F 
Aufgetragen ist die Anzahl der zurückgezogenen bzw. ausgewachsenen Nervenfasern in Prozent zur 
Gesamtzahl der Nervenfasern. Jede Markierung im Box-Plot stellt die Messung der Nervenfasern 
eines Ganglions über 5 h mit der Zeitraffer-Videomikroskopie dar. Für die Ermittlung des p-Wertes 
wurde der Kruskal-Wallis Test herangezogen.  
 
Abb. 4.18: Verhalten der Nervenfasern bei Zugabe von IgG1 
Zur Kontrolle wurde das Verhalten der Nervenfasern bei Zugabe von IgG1 beobachtet. Es zeigte sich, 
dass dadurch überhaupt kein Rückzug der Nervenfasern induziert wurde und die Nervenfasern weiter 
auswuchsen. Abkürzungen: IgG1: Immunglobulin G1; Ko: Kontrolle 
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In weiteren Versuchen wurde die kombinierte Gabe von Semaphorin und NPN-2fc 
untersucht. Dafür wurden beide Interaktionspartner vor Zugabe für eine halbe Stunde 
zusammen inkubiert. Wie relativ deutlich zu erkennen ist, erhöhte die begleitende 
Gabe von NPN-2fc die Repulsion, hatte aber keinen Einfluss auf das 
Auswachsverhalten der Nervenfasern. Somit unterstützte das NPN-2fc die vom 
Semaphorin 3F-induzierte Nervenfaserrepulsion.  
 
 
Abb. 4.19: Stimulation der Semaphorin 3F-induzierten Nervenfaserrepulsion durch NPN-2fc 
Die kombinierte Gabe von Semaphorin 3F und NPN-2fc erhöhte die Repulsion der Nervenfasern, 
hatte jedoch keinen Einfluss auf das Auswachsen. Die Konzentration am Semaphorin 3F betrug 50 
nmol/l, um eine mögliche Veränderung bei Zugabe von NPN-2fc in beide Richtungen erfassen zu 
können. Die molare Konzentration des NPN-2fc betrug das 3,5-fache der molaren Semaphorin 3F- 
Konzentration, also 175 nmol/l.   
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5 Diskussion 
5.1 Nachweis der Tyrosinhydroxylase und des NPN-2 auf 
sympathischen Ganglien im Matrigel 
Das Nervensystem ist nachweislich eng mit dem Immunsystem verknüpft. Zwischen 
beiden Systemen besteht eine rege Interaktion. So werden Rezeptoren auf 
Nervenzellen durch Zytokine stimuliert, die von Lymphozyten und Makrophagen 
produziert werden [219]. Andererseits tragen Lymphozyten auf ihrer Oberfläche 
Rezeptoren, die neben den klassischen Neurotransmitter des sympathischen 
Nervensystems, das Noradrenalin, auch das vasoaktive intestinale Peptid (VIP), 
Neuropeptid Y, ATP/Adenosin und Dopamin binden können. Für alle diese 
Neurotransmitter, die zusammen mit Noradrenalin aus sympathischen 
Nervenendigungen freigesetzt werden können, konnten Rezeptoren auf Immunzellen 
nachgewiesen werden [220; 221]. Außerdem gibt es Hinweise, dass Nervenzellen 
Zytokine und Lymphozyten Transmitter produzieren können [222]. 
Da der Ausbau der sympathischen Ganglien aus Mäusen für den Anfänger nicht so 
einfach ist, wurde durch die Färbung gegen die Tyrosinhydroxylase überprüft, ob es 
sich bei den ausgebauten Ganglien wirklich um sympathische Ganglien handelt und 
nicht etwa um sensible Ganglien. Anhand der positiven Färbung konnte sichergestellt 
werden, dass es sich bei den ausgebauten Ganglien wirklich um die sympathischen 
Ganglien handelte. Außerdem wurde gezeigt, dass der zur Verfügung stehende 
Antikörper gegen NPN-2 für Färbungen von sympathischen Nervenfasern eingesetzt 
werden kann. Bisher identifizierte man die sympathische Innervation von Gewebe 
fast ausschließlich durch den immunhistologischen Nachweis der für die 
Noradrenalinsynthese notwendigen Enzyme Tyrosin-Hydroxylase (TH) und 
Dopamin-β-Hydroxylase (DBH). Die Tyrosin-Hydroxylase wandelt Tyrosin in L-Dopa 
um, wohingegen die Dopamin-β-Hydroxylase für die Katalyse der Umwandlung von 
Dopamin in Noradrenalin zuständig ist. Eine andere Möglichkeit wäre die Anfärbung 
des für die vesikuläre Verpackung und Freisetzung von Noradrenalin notwendigen 
vesikulären Monoamintransporter Typ 2 (VMAT2).    
Der Nachweis des Verlustes sympathischer Nervenfasern bei Patienten mit RA und 
anderen entzündlichen Krankheiten wurde bisher fast ausschließlich mit Färbungen 
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gegen die Tyrosinhydroxylase erbracht [105; 223; 224]. Das Ergebnis der Färbungen 
gegen den Rezeptor NPN-2 bestätigte den Verlust der sympathischen Nervenfasern 
im entzündeten Synovialgewebe von RA-Patienten, der bereits durch die 
Tyrosinhydroxylase-Färbungen festgestellt wurde. Auf diese Weise wurde mit einem 
zweiten Marker für sympathische Nervenfasern sichergestellt, dass es sich in der Tat 
um einen Verlust von sympathischen Nervenfasern handelt und nicht um eine 
eventuelle Herrunterregulierung der Tyrosinhydroxylase. Diese Tatsache war für den 
Hintergrund der Arbeit sehr wichtig, da es ja bei dieser Arbeit darum ging, dem 
Verlust der sympathischen Nervenfasern entgegenzuwirken.   
5.2 Bedeutung des NPN-2 Fc-Fusionskonstrukts in der Kollagen 
Typ II-induzierten Arthritis 
Die Idee der Verbesserung der Arthritis durch die Hemmung der Semaphorine durch 
ein lösliches NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt (NPN-2fc) wurde im CIA Arthritis-Modell bei 
Mäusen getestet. Die Produktion des NPN-2fc in den Drosophila S2-Zellen war sehr 
erfolgreich und erzielte hohe Ausbeuten (zwischen 200-700 µg/ml) bei einer 
gleichzeitig hohen Reinheit des Proteins. Die Kopplung des NPN-2 an ein humanes 
IgG1-Fc-Fragment diente der Isolierung des Proteins aus Zellüberständen über eine 
Protein G-Affinitätschromatografie und führte zu einer verlängerten Halbwertszeit des 
Konstrukts in vivo. Obwohl es im sauren Milieu aus Protein G eluiert wurde, behielt 
es die Bindungsfähigkeit für Semaphorin 3F bei. Dies wurde mit Hilfe der 
Oberflächenplasmonresonanz überprüft. Eine Ko-Immunpräzipitation zwischen 
NPN-2 und Semaphorin 3F war nicht möglich, da beide Proteine einen humanen 
IgG1 Fc-Teil enthielten. Somit könnte es nach der Bindung eines Interaktionspartners 
an Protein G und der Blockierung restlicher Bindestellen bei der Zugabe des anderen 
Interaktionspartners zu einem Austausch zwischen NPN-2 und Semaphorin 3F 
kommen. Diese Möglichkeit konnte nicht ausgeschlossen werden, weshalb auf die 
elegantere Methode der Oberflächenplasmonresonanz ausgewichen wurde. Die 
Fähigkeit der Oberflächenplasmonresonanz, die Interaktion zwischen einem 
immobilisierten Molekül auf der Oberfläche des Sensors und einem interagierenden 
molekularen Partner in Lösung zu messen, haben diese Methode seit den 90er 
Jahren zu einem wichtigen Werkzeug für die biomolekulare Interaktionsanalyse und 
die biomolekulare Forschung im Allgemeinen gemacht [225]. In jüngster Zeit werden 
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Oberflächenplasmonresonanz-Biosensoren vermehrt für die Detektion von 
chemischen und biologischen Substanzen verwendet, die eine Rolle in der 
medizinischen Diagnostik, der Umwelttechnologie und der Ernährungssicherheit 
haben [226]. Um die für eine effektive Bindung notwendigen Strukturen nicht zu 
zerstören, wurde das NPN-2 über seine Hydroxylgruppe an die Aminogruppe einer 
Monoschicht aus Alkanthiolen immobilisiert. Die durch die 
Oberflächenplasmonresonanz ermittelte Bindungskonstante von ca. 100 nmol/l 
bestätigte die funktionelle Bindungsfähigkeit von NPN-2fc an Semaphorin 3F und 
lieferte für die weiteren funktionellen Studien einen wichtigen Anhaltspunkt. 
Die intravenöse Applikation von je 25 µg NPN-2fc am Tag 30 und 39 nach 
Arthritisinduktion zeigte keinen Unterschied hinsichtlich des Arthritis-Scores im 
Vergleich zu Kontrollmäusen. Bei einem weiteren Experiment mit der Applikation der 
doppelten Menge an NPN-2fc (50 µg) wurde ein Effekt sichtbar. 
Überraschenderweise zeigte sich aber nicht die erwartete Verbesserung des 
Arthritis-Schweregrades, im Gegenteil, es wurde eine Verschlechterung des Arthritis-
Schweregrades durch das applizierte NPN-2fc beobachtet. Die Verschlimmerung der 
Arthritis durch eine mögliche durch den im NPN-2 enthaltenen menschlichen IgG Fc-
Teil ausgelöste Immunstimulierung konnte ausgeschlossen werden, da die 
Kontrolltiere ebenfalls  diesen Fc-Teil appliziert bekamen. Der Arthritis-Score ist ein, 
in der Literatur übliches, jedoch nicht einheitlich gehandhabtes Graduierungsschema 
[227]. Gängige Kriterien sind Rötungsgrade und Schwellung der betroffenen Pfoten 
und ihrer Gelenke. Die Graduierung der Schwellung in wenige Grade liefert 
erfahrungsgemäß reproduzierbare Ergebnisse. Der Nachteil des Arthritis-Scores ist 
allerdings, dass er nur eine Momentaufnahme des inflammatorischen Geschehens 
reflektiert. Er beschreibt nur den akuten makroskopischen Effekt der Inflammation, 
die erhöhte Gefäßpermeabilität und deren Folgen, wie die vermehrte 
Plasmaexsudation im Bereich der Entzündung. Somit sagt dieser Score nichts über 
die arthritistypischen morphologischen Veränderungen aus, die letztendlich für die 
Erkrankung bedeutend sind. Knochenerosion und Knorpeldestruktion werden nicht 
erfasst und somit eine Beurteilung von Veränderungen auf anatomischer 
morphologischer Ebene vernachlässigt. Wegen des negativen Ergebnisses wurde 
aber in diesem Fall auf die morphologische Betrachtung der Gelenke verzichtet. Der 
Zeitpunkt der Gabe des NPN-2fc wurde absichtlich in der symptomatischen Phase 
des Krankheitsprozesses verabreicht. Der Grund dafür war, dass aus früheren 
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Studien bereits bekannt war, dass das sympathische Nervensystem zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten des Krankheitsprozesses einen sehr unterschiedlichen 
pro- bzw. anti-inflammatorischen Einfluss ausübt [124]. In der Frühphase der 
Entzündung hat das sympathische Nervensystem eine pro-inflammatorische 
Wirkung, während es in der Spätphase der Entzündung einen anti-inflammatorischen 
Einfluss ausübt. Allerdings könnte und sollte noch überprüft werden, welche 
Auswirkung eine Gabe des NPN-2fc in der Frühphase bzw. vor der Induktion der 
Arthitis hat. 
5.3 Neuriten-Wachstumsassay 
Die Entwicklung des Neuriten-Wachstumsassays stellte für die Untersuchung der 
sympathischen Nervenfasern die Schlüsselrolle der gesamten Arbeit dar. Allerdings 
war dies keine leichte Aufgabe. Dieser Teil war sehr langwierig und beanspruchte 
sehr viel Zeit. Der Grund dafür ist, dass aus bisher veröffentlichten Arbeiten keine 
Anleitung für diesen Assay gewonnen werden konnte, da sich die meisten 
Forschungsarbeiten im Bereich von Nervenfasern mit den an der 
Schmerzweiterleitung verantwortlichen sensiblen Nervenfasern beschäftigen, nicht 
jedoch mit den sympathischen Nervenfasern [187]. Wenn sympathische 
Nervenfasern untersucht wurden, wurden meist nur einzelne Neuronen untersucht, 
die aber nur schlecht sichtbar sind und für unsere Zwecke nicht geeignet waren [228; 
229]. Anfangs stellte sich heraus, dass die sympathischen Grenzstrangganglien von 
3 Wochen-alten Mäusen sehr gut in Matrigel auswuchsen. Matrigel ist eine gelöste 
Basalmembranzubereitung, die aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Maus-
Sarkom extrahiert wurde. Dieser Tumor ist reich an extrazellulären Matrixproteinen. 
Die Hauptbestandteile sind Laminin, Collagen IV, Entactin und Heparansulfat-
Proteoglykan. In EHS-Tumoren natürlich vorkommende Wachstumsfaktoren sind 
ebenfalls enthalten. Das Matrigel polymerisiert bei Raumtemperatur und erzeugt 
biologisch aktives Matrixmaterial, das der zellulären Basalmembranmatrix von 
Säugetieren ähnelt. Das Problem des Matrigels war allerdings, dass applizierte 
Substanzen nur sehr schlecht und unkontrolliert durch das Matrigel diffundierten. 
Außerdem enthält das Gel zahlreiche undefinierte Faktoren, die auf das Verhalten 
von Nervenfasern in unkontrollierter und nicht vorhersagbarer Weise Einfluss 
nehmen könnten. Daher war die Entwicklung eines neuen experimentellen Ansatzes 
nötig, bei dem auf das Matrigel verzichtet werden konnte. Allerdings mussten hierfür 
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neugeborene Mäuse mit einem Alter von 2-4 Tagen verwendet werden. Hier zeigten 
sich Poly-D-Lysin-beschichtete culture slides als sehr vielversprechend. Im Vergleich 
zu Kollagen-beschichteten oder Fibronectin-beschichteten culture slides wurden mit 
Poly-D-Lysin-beschichteten culture slides die höchsten Auswachsraten erzielt. 
Allerdings sind nur ca. 20-25 % der Ganglien ausgewachsen, von denen wiederum 
nur 25 % soweit ausgewachsen waren, dass sie für die weiteren Versuche 
herangezogen werden konnten. Die Auswachsrate konnte auch durch die Zugabe 
von versch. anderen Faktoren wie brain derived neurotrophic factor (BDNF) und 
Ascorbinsäure nicht verbessert werden. Die Gründe für die geringe Auswachsrate 
sind nicht bekannt.   
5.4 Bedeutung von Semaphorin 3C und Semaphorin 3F und ihres 
Rezeptors NPN-2 für die Entzündungsreaktion 
Ein Verlust von sympathischen Nervenfasern ist bereits kurz nach Ausbruch der 
symptomatischen Entzündung zu beobachten [230; 231]. Dieser Verlust von 
sympathischen Nervenfasern könnte ein generelles Phänomen bei 
Entzündungsprozessen sein, da er sowohl im entzündeten Synovialgewebe von RA-
Patienten [105] und Mäusen mit CIA [232], als auch in entzündeten Mausmilzen nach 
einer Enterotoxin B-Injektion von Staphylokokken [233] und in der Darmmucosa 
eines Kolitis-Mausmodells [234] festgestellt werden konnte. Dieser Vorgang könnte 
ein aktiver und beabsichtigter Prozess der Entzündung sein, welcher wahrscheinlich 
durch Nervenrepulsionsfaktoren vermittelt wird. Es scheint, dass hierbei die 
sympathischen Nervenfasern mit ihren anti-inflammatorischen und anti-proliferativen 
Eigenschaften im Entzündungsgebiet nicht erwünscht sind. Dieser Prozess scheint 
ein evolutionär konservierter Prozess zu sein, der für eine akute 
Entzündungsreaktion gedacht war und für eine bessere und schnellere Wundheilung 
sorgen soll. Durch den Verlust von sympathischen Nervenfasern ist die 
Konzentration an anti-inflammatorischen Neurotransmittern in der entzündeten 
Gelenkregion niedrig, und dies führt dann zu einer Verstärkung der pro-
inflammatorischen Situation. In niedrigen Konzentrationen nämlich binden die 
Neurotransmitter des sympathischen Nervensystems (SNS) an α-Adrenorezeptoren, 
die die Sekretion von TNF durch Makrophagen vermitteln [235]. Gleichzeitig induziert 
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Substanz P von sensiblen Nervenfasern die Ausschüttung versch. Zytokine (IL-1β, 
IL-6 und TNF) und die Chemotaxis versch. Zelltypen [92; 236; 237].  
Parallel zum Rückzug sympathischer Nervenfasern aus dem Entzündungsgebiet 
findet man ein Einsprossen sensibler Nervenfasern [238; 239]. Das Einsprossen 
sensibler Nervenfasern stellt ein inflammatorisches/proliferatives Signal dar [240; 
242] und ist direkt mit der arteriellen Neovaskularisation vergesellschaftet [243]. Das 
Übergewicht des sensiblen Nervensystems gegenüber dem SNS trägt zu einer 
rascheren Wundheilung bei, da das SNS einen ungünstigen Einfluß auf die 
Wundheilung ausübt [244; 245]. Im chronischen autoimmunen Entzündungsprozess 
jedoch hat dieser Mechanismus überhaupt keinen Sinn mehr. Im Gegenteil, er hat 
sogar nachteilige Effekte. 
Die beiden Semaphorine 3C und -3F sind die beiden Mitglieder der Semaphorin-
Familie, die hauptsächlich einen Rückzug sympathischer Nervenfasern bewirken 
können [246; 247]. Wie bereits gezeigt werden konnte, ist die Anzahl Semaphorin 
3C-positiver Zellen im Synovialgewebe von RA-Patienten im Vergleich zu OA-
Patienten und Trauma-Patienten ohne Entzündungen signifikant erhöht [217]. Ein 
weiterer Hinweis ist auch, dass beim Charcot-Fuß von Diabetes-Patienten viele 
Semaphorin 3C-positive Zellen nachgewiesen werden konnten. Die negative 
Wechselbeziehung zwischen der Dichte von sympathischen Nervenfasern und der 
Dichte von Semaphorin 3C-positiven Zellen deutet daraufhin, dass die Semaphorine 
ein wichtiges Element in der Repulsion sympathischer Nervenfasern darstellen.  
Bei der immunhistochemischen Bestimmung der Dichte von Semaphorin 3F- 
positiven Zellen im Synovialgewebe konnte im Gegensatz zu Semaphorin 3C- 
positiven Zellen kein Unterschied zwischen RA- und OA-Patienten festgestellt 
werden. Dieser Befund und eine gleichzeitig beobachtete Verschlechterung des 
Arthritis-Schweregrades durch appliziertes NPN-2fc deuteten auf eine entscheidende 
Schlüsselfunktion des löslichen NPN-2 im Arthritisgeschehen hin. Die Messungen 
der Konzentrationen an löslichem NPN-2 in den Körperflüssigkeiten (Plasma, 
Superfusat und Synovialflüssigkeit) von RA- und OA-Patienten zeigten, dass die 
NPN-2 Konzentrationen bei den RA-Patienten im Vergleich zu OA-Patienten erhöht 
waren. Dieses Ergebnis ließ vermuten, dass das lösliche NPN-2 vermutlich nicht wie 
ursprünglich erwartet einen neutralisierenden Effekt auf das Semaphorin 3F ausübt, 
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sondern eine fördernde Wirkung auf den durch Semaphorin 3F bedingten Rückzug 
von sympathischen Nervenfasern hat. 
Diese Hypothese konnte in dem dafür entwickelten Neuriten-Auswachs-Assay 
überprüft werden. In diesen Versuchen zeigte sich, dass Semaphorin 3F zwei 
unterschiedliche Arten der Nervenfaserrepulsion in den sympathischen Nervenfasern 
auslöst. Eine Art resultiert in einem fast kompletten Rückzug der Nervenfasern, 
während die andere Art eine Repulsion zeigt, bei der viele abgeschnürte vesikuläre 
Fragmente unterschiedlicher Größe (Trümmerfeld) zurückgelassen werden. Wann 
sich oder weshalb sich die eine oder andere Art des Nervenfaserrückzugs ereignet, 
konnte bisher noch nicht geklärt werden. Ob beide Arten ebenfalls in vivo zu 
beobachten sind, oder sie nur in vitro stattfinden, wurde ebenfalls noch nicht 
untersucht. Allerdings ähneln die Fragmente den sogenannten Synaptosomen 
(Abschnürungen von synaptischen Vesikeln), die bereits in den 60iger Jahren 
beschrieben wurden [218]. Eine Erklärung für den Trümmerfeldrückzug könnte sein, 
dass auf diese Weise noch relativ hohe Konzentrationen an sympathischen 
Neurotransmittern für eine kurze Zeit aufrechterhalten werden, welche das Neuron 
vor schädlichen Einflüssen schützen.  
Mit Hilfe des Neuriten-Auswachs-Assays konnte gezeigt werden, dass 
Semaphorin 3F bei einer Konzentration von 160-210 nmol/l den Rückzug von 
sympathischen Nervenfasern zu 50% induzierte. Dieser Wert liegt etwas oberhalb 
der mittels Oberflächenplasmonresonanz ermittelten Bindungskonstante von 96 
nmol/l. Dies ist wahrscheinlich auf die vorausgegangene Einwirkung von NGF 
zurückzuführen, welches für das Auswachsen der Ganglien eingesetzt wurde. Das 
wachstumsfördernde NGF vermindert vermutlich den repulsiven Effekt des 
Semaphorin 3F.  
Die gleichzeitige Gabe von Semaphorin 3F und NPN-2fc beeinflusste wie erwartet 
das Auswachsen der Nervenfasern nicht. Die zusätzliche Gabe von NPN-2fc 
verstärkte aber entgegen den ursprünglichen Annahmen den Rückzug der 
Nervenfasern. Mit diesem Resultat wurde das überraschende Ergebnis des CIA-
Tierversuchs und die erhöhten Konzentrationen an löslichem NPN-2 bei RA-
Patienten bei ähnlichen Verhältnissen hinsichtlich des Repulsionsfaktors Semaphorin 
3F bei RA- und OA-Patienten erklärbar. Die Gabe von löslichem NPN-2 verstärkt den 
Rückzug von sympathischen Nervenfasern, was zu einer Verstärkung der 
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Entzündung führt und damit mit einer Verschlimmerung der Arthritis einhergeht. Die 
Erklärung für dieses Phänomen könnte darin begründet liegen, dass das NPN-2 zwar 
das Semaphorin 3F bindet, damit jedoch keine Inhibition der Signalkaskade auslöst 
(Abb. 5.1). Der mögliche Mechanismus für diesen beobachteten Effekt ist 
wahrscheinlich die Bildung eines Dimerkomplexes, bestehend aus Semaphorin und 
löslichem NPN-2. Dieser Komplex hat noch die Fähigkeit an Plexin auf der 
Oberfläche der sympathischen Nervenendigungen zu binden (Abb. 5.1). 
 
 
Abb. 5.1: Möglicher Mechanismus, der für die Erhöhung der Nervenfaserrepulsion 
verantwortlich sein könnte 
Lösliches NPN-2 bildet zusammen mit Semaphorin 3F einen Dimerkomplex. Dieser Dimerkomplex 
bindet mit erhöhter Affinität an den Plexin A-Rezeptor. Der Plexin A-Rezeptor ist für die 
Signalweiterleitung ins Zellinnere verantwortlich.  
Auf diese Weise wird vermutlich die Weiterleitung der Signalkaskade von Plexin in 
das Innere der Nervenfaser verstärkt, was zu dem erhöhten Nervenfaserrückzug 
führt.  
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6 Zusammenfassung 
Die Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, einen möglichen neuen Therapieansatz in 
der Behandlung der RA zu entwickeln. Dem beobachteten Verlust von 
sympathischen Nervenfasern aus dem Entzündungsgebiet bei RA und anderen 
Entzündungskrankheiten sollte entgegengewirkt werden, da die Neurotransmitter des 
sympathischen Nervensystems (SNS) in hohen Konzentrationen anti-inflammatorisch 
wirken und somit deren Verlust einen Chronifizierungsfaktor der Entzündung 
darstellen könnte. Für den Verlust der Nervenfasern konnten Repulsionsfaktoren aus 
der Familie der Semaphorine verantwortlich gemacht werden. Da mehrere Mitglieder 
aus der Familie der Semaphorine an den verantwortlichen promisken Rezeptor  
NPN-2 auf den sympathischen Nervenendigungen binden, war die Möglichkeit der 
Neutralisierung eines einzelnen Repulsionsfaktors nicht möglich. Mit dem Einsatz 
eines löslichen Neuropilin-2 Fc-Fusionskonstrukts (NPN-2fc) sollten die 
Repulsionsfaktoren abgefangen werden, um deren Bindung an den NPN-2-Rezeptor 
auf den sympathischen Nervenendigungen zu verhindern. Die Bedeutung der 
Blockade dieses Rezeptors wurde für das Krankheitsgeschehen der Arthritis 
untersucht. Für die Untersuchung von sympathischen Nervenfasern in vitro konnte 
ein Neuriten-Auswachs-Assay entwickelt werden, mit dem die Wirkung von 
Semaphorin 3F getestet werden konnte. Es bestätigte sich, dass Semaphorin 3F für 
die Repulsion sympathischer Nervenfasern verantwortlich ist. Allerdings zeigte sich, 
dass die ursprüngliche Idee, die Semaphorine mit einem NPN-2 Fc-Fusionskonstrukt 
zu neutralisieren, in der Praxis nicht möglich ist. Unerwarteterweise verstärkte das 
Konstrukt die Nervenfaserrepulsion von sympathischen Nervenfasern in vitro und die 
Krankheitsausprägung der experimentellen Arthritis in vivo. Außerdem befanden sich 
in der Synovialflüssigkeit bei Patienten mit RA höhere Konzentrationen des löslichen 
NPN-2 im Vergleich zu Patienten mit Osteoarthrose (OA). 
Trotz dieses unerhofften Ergebnisses kann man aber trotzdem von einem Erfolg 
sprechen. Der gewonnene Erkenntnisgewinn über das NPN-2 könnte zu möglichen 
neuen Therapiestrategien führen. So könnte eine Hemmung des NPN-2-sheddings 
zu einer Verbesserung im Krankheitsverlauf der Arthritis beitragen. Weiterhin 
bestünde die Möglichkeit, das bisher eingesetzte Konstrukt durch ein anderes 
Konstrukt, welches aus einem NPN-2 und einem Plexin besteht, zu ersetzen. Durch 
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die gleichzeitige Hemmung des NPN-2 und des Plexins könnte vermutlich der 
erhoffte neutralisierende Effekt erzielt werden. Der Effekt dieses Konstrukts wäre 
dann wieder im Neuriten-Wachstumsassay in vitro und in der Kollagen Typ II – 
induzierten Arthritis in vivo zu testen. Weiterhin stellt der etablierte Neuriten-
Wachstumsassay die Möglichkeit dar, die Wirkung versch. anderer Substanzen  auf 
das Verhalten der Nervenfasern zu testen. Auf diese Weise wäre die Identifikation 
von zusätzlichen Faktoren denkbar, die für den Rückzug der sympathischen 
Nervenfasern verantwortlich sind.  
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